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306 y 317 g m-2 en los tratamientos sin y con carbón en 2006 y 228 y 
237 g m-2 en 2007, respectivamente. La biomasa relativa de altamisa 
=1 representa la biomasa en las parcelas control de altamisa (D5): 746 
y 779 g m-2 en el tratamiento C- y C+, respectivamente en el 2006 y 
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repetición de las tres evaluadas. Las fotografías se tomaron en el 
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denotan el error estándar de la media. ns, no significativo al nivel 
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La maleza altamisa (Artemisia annua L.) interfiere con el cultivo de soja por 
competencia y alelopatía, moduladas por estreses bióticos y abióticos (e.g. densidad, 
herbicida). Los aleloquímicos de altamisa (e.g. artemisinina, aceite esencial) pueden 
afectar directamente el crecimiento del cultivo o, indirectamente, a través de 
Bradyrhizobium japonicum (bacteria fijadora de N). Comprender los efectos de las 
interacciones en el sistema soja-altamisa es agroecológicamente relevante para diseñar 
prácticas que optimicen la producción y minimicen el uso de insumos. El objetivo de 
esta tesis fue analizar las interferencias competitivas y alelopáticas entre soja-altamisa y 
su impacto sobre la nodulación y el rendimiento del cultivo ante cambios en la densidad 
de plantas y dosis de herbicida. La metodología incluyó ensayos en: (i) parcelas a 
campo con distintas combinaciones de densidades cultivo-maleza y niveles de alelopatía 
y de herbicida, (ii) macetas a campo con distintas fuentes de aleloquímicos (biomasa 
seca y verde de altamisa, artemisinina pura) y suelos (arcilloso y arenoso) y (iii) 
laboratorio con distintos tipos y niveles de aleloquímicos. (i) Altas densidades de 
altamisa junto con altos niveles de aleloquímicos en el suelo no redujeron el crecimiento 
y rendimiento de soja y promovieron la nodulación con o sin aplicación de dosis 
subletales de herbicida. (ii) El rendimiento fue mayor en presencia de aleloquímicos y 
sustrato arcilloso. La relación entre el rendimiento y el peso de los nódulos fue positiva 
y los mayores valores se registraron con biomasa seca de altamisa. (iii) La artemisinina 
y el aceite esencial provocaron un efecto sinérgico negativo sobre el crecimiento de B. 
japonicum. El efecto neto de las interacciones competitivas, alelopáticas y de 
mutualismo generadas entre soja y altamisa dependen no solo del ambiente explorado 
sino del nivel de organización estudiado. En condiciones de campo (parcelas y 
macetas), la interacción alelopática fue positiva o neutra, mientras que en laboratorio 
resultó negativa. 
 









Annual wormwood (Artemisia annua L.) interferes with soybean crop by competition 
and allelopathy, which are modulated by biotic and abiotic stresses (e.g. density, 
herbicide). Allelochemicals released by annual wormwood (e.g. artemisinin, essential 
oils) may affect the crop directly or indirectly through their effect on Bradyrhizobium 
japonicum (nitrogen fixing symbiont). Understanding the effects of interactions in the 
soybean-annual wormwood system is agroecologically relevant to design practices that 
optimize production and minimize the use of inputs. The objective of this thesis was to 
analyze the competitive and allelopathic interferences between soybean crop and annual 
wormwood and their impact on nodulation and soybean yield in the presence of changes 
in plant density and herbicide dose. The methodology included tests using: (i) field plots 
with different crop-weed densities and levels of allelopathy and herbicide, (ii) pots 
under field conditions with different sources of allelochemicals (fresh and dry biomass, 
pure artemisinin) and soils (clay and sand) and (iii) in laboratory conditions with 
different types and levels of allelochemicals. (i) High densities of annual wormwood 
with high levels of allelochemicals in the soil maintained the growth and soybean yield 
and promoted the nodulation with and without the application of sublethal doses of 
herbicide. The relationship between soybean crop and nodules weight was positive and 
the highest values were recorded with dry biomass of annual wormwood. (iii) 
Artemisinin and essential oils had a negative synergistic effect on the growth of B. 
japonicum. The net effect of competitive, allelopathic and mutualisic interactions 
between soybean and annual wormwood depends not only on the environment but also 
on the level of organization studied. Under field conditions (plots and pots), the 
allelopathic effect on soybean crop was in general neutral or positive, while under 
laboratory conditions it was negative. 
 
Keywords: allelochemicals, annual wormwood, nodulation, yield, Bradyrhizobium 
japonicum.




















Los cultivos y los organismos que los acompañan se relacionan de manera 
diversa, generando distintos tipos de interacciones, entre los individuos de una misma 
especie y entre los de especies distintas (Arthur y Mitchell, 1989; Swift y Anderson, 
1993). Estas interacciones provocan interferencias que dan lugar a variaciones de la tasa 
de crecimiento o desarrollo individual, frecuentemente mediadas por los cambios 
generados por la presencia de otro individuo (Radosevich et al., 2007). 
En este sentido, los cultivos1 y las malezas interactúan a través de mecanismos 
de interferencia como la competencia y la alelopatía que operan simultánea o 
secuencialmente (Inderjit y Del Moral, 1997). La mayor parte de los estudios están 
orientados a describir las consecuencias directas de la  presencia de las malezas 
evaluando, por ejemplo, las pérdidas de rendimiento asociadas al incremento de la 
densidad o la biomasa de las malezas. En general, se asume que estas pérdidas son 
generadas principalmente como consecuencia directa de la competencia por la 
explotación de los recursos, ignorando los efectos debidos a otros tipos de interacciones 
negativas como la alelopatía ó los que pueden resultar de la acción conjunta de las 
interacciones negativas con otras positivas, como el mutualismo. Comprender los 
efectos múltiples de distintos tipos de interacciones en el sistema cultivo-maleza, es 
crítico para implementar estrategias de manejo y diseñar prácticas culturales basadas en 
el conocimiento de los niveles de infestación de las malezas que optimicen la 
producción y minimicen los costos (Radosevich et al., 2007). Por lo tanto, el diseño de 
experimentos a fin de considerar las interacciones sinérgicas (o antagónicas) tanto en 
condiciones controladas como a campo traerá importantes avances a nivel teórico y 
empírico para la ecología y el manejo de los agroecosistemas productivos. 
En los apartados siguientes se presenta un breve resumen del estado actual del 
conocimiento acerca de las interacciones competitivas y alelopáticas entre el cultivo y 
las malezas, la síntesis y liberación de aleloquímicos, los efectos directos e indirectos de 
la alelopatía, la relación entre la microflora del suelo y los aleloquímicos, el efecto del 
estrés sobre la síntesis y liberación de aleloquímicos, las aproximaciones experimentales 
al estudio del sistema cultivo-maleza y la escala de análisis de la competencia y la 
alelopatía. Todos estos temas generan el marco en el que se inscriben las hipótesis y los 
objetivos de esta tesis. 
 
1.1.1 Interacciones cultivo-malezas: competencia y alelopatía 
En sentido general, el término interferencia es utilizado para describir las 
interacciones que se establecen entre diferentes especies, poblaciones o individuos 
(Radosevich et al., 2007). Las plantas son capaces de detectar organismos vecinos e 
interactuar con ellos por múltiples vías, por ejemplo, a través del uso de los recursos, del 
intercambio de diversos tipos de señales, como ser las interacciones mediadas por 
compuestos químicos (Callaway, 2002). Goldberg (1990) propuso que las interacciones 
entre plantas ocurren a través de algún intermediario (i.e. recurso, sustancia química, 
polinizador, microorganismo o herbívoro). Dichas interacciones pueden darse 
básicamente a través de dos procesos diferentes: (i) una o ambas plantas tienen un efecto 
sobre la abundancia del intermediario y (ii) una respuesta ante cambios en la 
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 El término cultivo hace referencia al conjunto de individuos de una misma especie que coexisten en el 





abundancia de ese intermediario. El tipo de interacción dependerá de la identidad del 
intermediario y de la dirección (i.e. negativa o positiva) del efecto y la respuesta. 
En los agroecosistemas las malezas pueden tener un efecto negativo, positivo o 
neutro (Holzapfel y Mahall, 1999) sobre el cultivo, que opera de manera simultánea y 
bidireccional. El impacto negativo que generan las malezas, puede percibirse a escala de 
cultivo o a escala de agroecosistema. Si bien los efectos a escala de cultivo pueden 
cuantificarse, por ejemplo, a través de la evaluación de la disminución del rendimiento o 
el incremento de los costos de control; los costos a escala de agroecosistema son de 
difícil cuantificación (Costanza, 1980).  
Los efectos negativos de las malezas pueden clasificarse en varias categorías 
según el daño que ocasionan y el organismo afectado (Zimdahl, 2007): (i) competencia 
con el cultivo, (ii) incremento en los costos de protección, (iii) reducción de la calidad 
del producto cosechado, (iv) reducción de la calidad de la producción animal, (v) 
incremento en los costos de producción y procesamiento, (vi) dificultades en el manejo 
del agua en los canales de riego, (vii) reducción del valor de la tierra (viii) reducción en 
las opciones de elección de los cultivos en un lote en particular y (ix) valor estético. Los 
efectos negativos más importantes y documentados son aquellos que involucran las tres 
primeras categorías. Sin embargo, los efectos de las demás categorías pueden verse 
reflejados a través del incremento en los costos de producción y del manejo. Numerosas 
investigaciones cuantifican el impacto negativo, directo y económico de las malezas en 
los agroecosistemas (Pimentel et al., 2000), estimándose como la proporción del 
rendimiento que se pierde o como los costos (i.e. herbicidas, combustible para las 
aplicaciones de agroquímicos) que insume el manejo. Los costos indirectos (e.g. 
generación de alergias en el hombre o toxicidad en los animales) de las malezas y los 
efectos no económicos (e.g fuente de polen) son más difíciles de cuantificar (Sinden et 
al., 2005). 
Por otro lado, las malezas, como productores primarios (plantas) pueden ser 
utilizadas directamente como alimento de los consumidores de primer orden 
(herbívoros) e indirectamente, como refugio o fuente alternativa de alimento de los de 
segundo orden (carnívoros benéficos) (Bernays y Chapman, 1994; Norris y Kogan, 
2005). Dichos efectos positivos son menos entendidos y más difíciles de evaluar que los 
negativos (Booth et al., 2003).  
De esta manera, la evaluación del impacto económico de las malezas debería 
considerar los efectos directos e indirectos, como así también los costos y beneficios 
económicos y no económicos. Por ejemplo, Rubus fruticosus L., una de las 20 malezas 
más importantes del sur de Australia, reduce la accesibilidad a los lugares donde crece, 
reduce la producción de las pasturas, impide el establecimiento de otras especies 
vegetales y reduce la biodiversidad (James y Lockwood, 1998). No obstante, estos 
costos están contrabalanceados por beneficios, ya que esta especie es fuente de néctar y 
polen para insectos, aumentando la producción de miel y disminuyendo la erosión 
hídrica en los bancos de arena de los ríos (Sinden et al., 2005). 
La competencia, una de las interacciones negativas más documentadas, es el 
proceso a través del cual dos o más organismos próximos interactúan por los recursos 
(i.e. agua, luz, nutrientes y espacio) o por los servicios (polinizadores) del ambiente, que 
están provistos en cantidades insuficientes para satisfacer los requerimientos 
combinados de individuos de la misma especie (intraespecífica) o de distintas especies 
(interespecífica) (de Wit, 1960). Sin embargo, varios estudios demuestran la 
importancia de otro tipo de interacción: la alelopatía (Rice, 1984; Delabays et al., 2001; 





estricto negativo, que produce la liberación al medio de compuestos químicos, sobre el 
establecimiento, crecimiento y desarrollo de individuos de la misma u otra especie 
(Seigler, 1996; Inderjit et al., 2001). La competencia y la alelopatía difieren en el 
intermediario que media la relación (recurso vs aleloquímico, respectivamente), ya que 
la alelopatía depende de los compuestos químicos que se liberan al ambiente mientras 
que la competencia involucra la remoción o reducción de los recursos del ambiente que 
son requeridos por algún individuo (i.e. planta, microorganismo) compartiendo un 
mismo hábitat (Rice, 1987; Rizvi y Rizvi, 1992). No obstante, desde el punto de vista 
ecofisiológico, se pueden considerar estrechamente ligadas y complementarias en sus 
efectos (Weidenhamer, 2006). 
En los agroecosistemas, numerosas malezas liberan aleloquímicos afectando 
varios procesos (Wardle et al., 1998) en los cultivos (Singh et al., 2001), como la 
germinación, el establecimiento de plántulas, el crecimiento, la reproducción y/o el 
desarrollo (Rice, 1979; Inderjit y Mallik, 2002).  
Cerca de 240 especies de malezas de diferentes hábitos de crecimiento y ciclos 
de vida generan efecto aleloquímico negativo sobre un amplio rango de cultivos a través 
de diferentes mecanismos (Kohli et al., 2001). Por ejemplo, malezas como Abutilon 
theophrasti Medik. (Bhowmik y Doll, 1984), Agropyron repens L. (Weston y Putman, 
1986), Carduus nutans L. (Wardle et al., 1993), Chenopodium album L. (Porwal y 
Gupta, 1986), Cyperus rotundus L. (Tang et al., 1995) y Echinochloa crus-galli (L.) P. 
Beauv. (Bhowmik y Doll, 1979) y Artemisia annua L. (Lydon et al., 1997), afectan el 
crecimiento de especies de leguminosas (Rice, 1984) a través de los lixiviados de partes 
aéreas. 
El género Artemisia abarca más de 500 especies herbáceas y arbustivas, siendo 
uno de los más grandes y más amplios de la familia de las Asteráceas. Marco y Barbera 
(1990) destacan la relevancia de varias especies de este género con actividad alelopática 
hacia otras especies. En el caso particular de altamisa (Artemisia annua), es una maleza 
del cultivo de soja (de la Fuente et al., 1999 y 2006; Faccini y Puricelli, 2007), que 
deprime el crecimiento de otras especies vegetales, a través de la competencia y de su 
actividad alelopática fitotóxica (Duke et al., 1987; Weston, 1996; Weston y Duke, 
2003).  
La soja es susceptible a la acción de sustancias alelopáticas de otras especies. 
Azania et al. (2003) demostraron que la tasa de crecimiento y el rendimiento de la soja 
son afectados por la presencia de aleloquímicos en el suelo provenientes del lixiviado de 
plantas de girasol (Helianthus annuus L.) en activo crecimiento o de residuos de hojas, 
tallos y raíces. Asimismo, los aleloquímicos liberados al ambiente edáfico de esta 
especie (Batlang y Shushu, 2007) y de especies de malezas como ser C. album (Batish 
et al., 2007), afectan la nodulación y en consecuencia, la fijación biológica del 
nitrógeno (FBN) (Weston y Putman, 1985). 
 
1.1.2 Aleloquímicos: características, síntesis y liberación 
Las plantas producen metabolitos primarios y secundarios. Los metabolitos 
primarios, tienen una amplia distribución en todos los organismos y están íntimamente 
involucrados en los procesos esenciales en el ciclo de vida (i.e. carbohidratos, 
aminoácidos) (Herbert, 1981). Los metabolitos secundarios, en cambio, se caracterizan 
por tener una distribución restringida en plantas y microorganismos, son característicos 
del género, especie o variedad y se sintetizan a través de pasos metabólicos 





también conocidos como aleloquímicos (Whittaker y Feeney, 1971), también son 
importantes para los organismos que los producen por sus funciones ecológicas (Wink, 
2003). Considerando la similitud estructural y de propiedades de las moléculas, la ruta 
de biosíntesis puede clasificarse en diferentes grupos: fenilpropanos, acetogeninas, 
esteroides, alcaloides y terpenoides (Einhelling, 1986). Dentro de este último grupo se 
encuentran la artemisinina y los constituyentes del aceite esencial mayoritariamente 
responsables de los efectos alelopáticos. En altamisa, ambos tipos de compuestos son 
sintetizados en estructuras especializadas y diferenciadas llamadas tricomas glandulares, 
distribuidos principalmente en las hojas (Ferreira y Janick, 1995) y en menor proporción 
en corolas y receptáculos de flores (Delabays et al., 2001). El aceite esencial de A. 
annua es una mezcla compleja de compuestos naturales (Waterman, 1993), de amplia 
diversidad en estructuras químicas de bajo peso molecular, que se caracteriza por ser 
intensamente aromático, volátil, insoluble en agua y soluble en alcohol y solventes 
apolares (grasas, ceras y aceites vegetales) (Gershenzon y Croteau, 1991; Ferreira et al., 
2005). 
En las plantas, la producción y concentración de los aleloquímicos está 
condicionada por el genotipo, el tipo de órgano o tejido (Kelsey y Everett, 1995) y las 
condiciones del ambiente. Estas condiciones ambientales incluyen el estrés físico (i.e 
temperatura, radiación; Gershenzon, 1984), químico (herbicidas; Weidenhamer y 
Callaway, 2010) o biológico (i.e. patógenos y herbívoros; Biere et al., 2004).  
Los aleloquímicos que se sintetizan y acumulan en hojas, tallos, raíces, flores y 
frutos pueden ser liberados a través de cuatro vías (Aldrich, 1984): (i) volatilización 
hacia la atmósfera, donde los compuestos pueden ser adsorbidos por plantas vecinas por 
medio del vapor de agua y la condensación del rocío o también pueden alcanzar el suelo 
y ser absorbidas por las raíces, (ii) exudación de las raíces hacia el ambiente edáfico; 
(iii) descomposición de los órganos caídos de las plantas y (iv) lixiviación por lluvia, 
rocío o riego, provocando la liberación y transporte de compuestos de los órganos 
aéreos hacia el suelo o directamente hacia las plantas circundantes o también desde los 
residuos vegetales depositados sobre el suelo hacia el ambiente radical. En los 
agroecosistemas, los residuos de las plantas alelopáticas pueden permanecer en la 
superficie del suelo (Sodaeizadeh et al., 2010) o ser incorporados en la matriz del 
mismo a través de los sistemas de labranzas (Weston, 1996). Así, los aleloquímicos 
presentes en el suelo dependerán, por un lado, de la disponibilidad estática (i.e. 
disponibilidad existente en el suelo) y por otro, de su dinámica (i.e. tasa de liberación, 
de degradación o pérdida) (Williamson y Weidenhamer, 1990).  
Por lo expuesto, considerando que la persistencia de los aleloquímicos en la 
matriz del suelo es muy dinámica, el efecto de estos compuestos, puede darse durante la 
misma estación de crecimiento del cultivo o en los ciclos posteriores (Rice, 1984) ante 
la presencia de rastrojos o incorporación de los residuos en el suelo. Asimismo la 
existencia de diferentes fuentes de aleloquímicos, como por ejemplo, (i) planta/s 
alelopática/s conviviendo con el cultivo, (ii) residuos frescos de la maleza (iii) rastrojo o 
residuos de la estación de crecimiento anterior y (iv) aleloquímico o una mezcla 
combinada de diferentes fuentes aplicados en forma directa, pueden variar el tipo y el 
umbral de respuesta en la especie receptora. 
 
1.1.3 Efectos directos e indirectos de la alelopatía 
En toda interacción alelopática existe una planta que libera al ambiente 





directa o indirectamente, en otra especie receptora (i.e. G. max). El efecto directo de los 
aleloquímicos liberados por la planta emisora se traduce en cambios bioquímicos y 
fisiológicos de varios procesos del metabolismo y crecimiento de la planta receptora. El 
efecto directo de los aleloquímicos puede evidenciarse a través de (i) la inhibición de la 
mitosis en raíces (Rice, 1974), (ii) cambios en la permeabilidad de las membranas 
celulares (Harper y Balke, 1981), (iii) alteración de la respiración y síntesis proteica 
(Rice, 1974) y (iv) disminución del nivel de clorofila (Sodaeizadeh et al., 2010). 
Mientras que los efectos indirectos de los compuestos alelopáticos pueden ser resultado 
de (i) la alteración de las propiedades físicas o químicas del suelo (ii) la degradación o 
transformación por la flora y fauna del suelo de compuestos no alelopáticos en 
alelopáticos, o viceversa, y (iii) la inducción sobre la síntesis y/o liberación de 
compuestos biológicos activos por parte de otros organismos (Inderjit y Weiner, 2001). 
Numerosos estudios demuestran que los aleloquímicos liberados al ambiente por 
varias especies de malezas deprimen no solo el crecimiento de los cultivos (Lydon et 
al., 1997; Batish et al., 2007), sino también de los microorganismos como Rhizobium 
leguminosarum y R. japonicum, afectando la fijación biológica del nitrógeno en 
especies de leguminosas (Rice, 1979). Consecuentemente, la nutrición del cultivo puede 
reducirse como resultado de la reducción del tamaño de nódulos y de la disminución en 
la síntesis de la leghemoglobina en los mismos (Birkett et al., 2001). Por ejemplo, en 
especies de leguminosas como Pisum sativum L. y Cicer arietinum L. se evidenció una 
disminución en la nodulación y el crecimiento ante dosis crecientes de ácidos fenólicos 
provenientes de residuos en el suelo de la maleza Chenopodium murale L. (Batish et al., 
2007). 
En este contexto, es importante dilucidar en los estudios de la alelopatía si los 
efectos directos o indirectos observados se deben (i) a la concentración de un 
aleloquímico en particular o a la combinación de varios o, (ii) a la sensibilidad de uno o 
varios sitios o procesos específicos en la planta receptora. 
 
1.1.4 Impacto de la microflora del suelo sobre los aleloquímicos 
La presencia de un aleloquímico en la planta emisora y su actividad fitotóxica en 
un medio artificial de cultivo (i.e. agar) no explica necesariamente la actividad 
alelopática en condiciones naturales (Inderjit, 2005). La microflora del suelo genera 
cambios cuali y cuantitativos de los aleloquímicos presentes en el mismo (Inderjit y 
Weiner, 2001) y estos cambios a su vez, pueden generar variaciones en la composición 
microbiana edáfica (Bever, 2003). La degradación microbiana de los aleloquímicos del 
suelo ha sido estudiada en diversos aspectos (Vokou et al., 2006) pero aún es poco el 
conocimiento acerca del rol de la microflora del suelo, sobre la degradación o 
potencialidad del efecto en la especie receptora (Kaur et al., 2009).  
Los aleloquímicos deben acumularse, persistir a niveles fitotóxicos y estar en 
contacto con las especies receptoras de estos compuestos, para que la alelopatía sea un 
mecanismo ecológico relevante en el crecimiento de las plantas en condiciones de 
campo (Inderjit, 2005). En este sentido, el nivel de los aleloquímicos y su persistencia 
en el suelo, está determinado por los procesos de retención (adsorción), transporte y 
transformación. Asimismo las diferentes fuentes de aleloquímicos u órganos (e.g. hojas, 
flores) (Jafari et al., 2011) y el tipo de compuesto (e.g. artemisinina, aceite esencial) 
como las condiciones físicas, químicas y biológicas del tipo de sustrato o suelo (e.g. 
arcilloso, arenoso) también juegan un rol importante en determinar la persistencia de los 





de los aleloquímicos en las partículas del suelo, la descomposición química y/o la 
degradación de estos compuestos a través de la microflora del suelo son los principales 
mecanismos que aumentan, reducen o neutralizan la fitotoxicidad de estos compuestos y 
de esta manera, influyen en el crecimiento de las plantas receptoras (Inderjit, 2001; 












Figura 1.1 Descripción esquemática de las fracciones disponibles y no disponibles de 
un determinado aleloquímico producido y liberado por una planta en condiciones 
experimentales in vitro comparada con un experimento in situ, en el que se incluyen el 
suelo y la composición microbiana asociados al mismo. (Adaptado de Kaur et al., 
2009). 
 
En algunos casos, la adsorción física de los aleloquímicos en el suelo puede 
concentrar el o los compuestos a niveles fitotóxicos (que tienen un efecto 
fisiológicamente activo). De esta manera, el mecanismo de adsorción puede determinar 
tanto un rol positivo como negativo de la alelopatía. En este contexto, son necesarios 
más estudios a fin de entender la compleja interacción de los microorganismos del suelo 
y los aleloquímicos presentes en el mismo. Además, es necesario reconocer que las 
condiciones ambientales en términos de factores físicos, como la temperatura y la 
humedad inciden sobre las interacciones entre la microflora del suelo (i.e. hongos y 
bacterias), los compuestos liberados y las especies vegetales involucradas, produciendo 
retrocontroles positivos y negativos sobre el crecimiento de las plantas (Bever, 2003).  
Existen numerosos microorganismos del suelo, i.e. bacterias fijadoras de N, 
bacterias promotoras del crecimiento vegetal, micorrizas arbusculares y endofitos, entre 
otros, que pueden afectar el crecimiento y rendimiento de las especies vegetales. La 
soja, como el resto de las leguminosas, tiene la habilidad de asociarse de forma 
simbiótica con un grupo de bacterias fijadoras de N llamadas rizobios, más 
precisamente del género Bradyrhizobium. Estos microorganismos, encargados de la 
fijación biológica del N, transfieren entre un 80 a 90 % del N fijado a la planta 
(Maddonni et al., 2003). La importancia de la fijación biológica esta dada no sólo por la 
cantidad de N que aporta sino también porque dicho aporte se produce 
mayoritariamente durante el llenado de los granos de soja (R5, Fehr y Caviness, 1977), 
cuando los requerimientos se hacen máximos, disminuyendo así la retraslocación y, por 
lo tanto, la senescencia foliar. En este contexto, debido a la importancia del aporte de N 
fijado en el cultivo de soja y a la sensibilidad de estas bacterias fijadoras a los 
aleloquímicos (Rice, 1979; Batish et al., 2007), es necesario estudiar la relación soja-





































Bradyrhizobium. Conocer los efectos de los aleloquímicos sobre la relación soja-
Bradyrhizobium, contribuiría al diseño de prácticas que eviten o minimicen las 
consecuencias negativas y potencien las positivas al sistema, con el fin de lograr un 
manejo agrícola más sustentable. 
 
1.1.5 Efecto del estrés biótico y abiótico sobre los aleloquímicos 
Una planta o individuo está estresado cuando se produce alguna alteración en 
algún estado fisiológico (absorción de agua o nutrientes, fotosíntesis, respiración, 
crecimiento, desarrollo o reproducción, entre otros) por debajo del estado máximo 
expresado en condiciones óptimas de crecimiento (Salisbury y Ross, 1992). En 
particular, existen numerosos factores del ambiente que producen estrés y pueden 
limitar el crecimiento y desarrollo de las plantas. Levitt (1980) los clasificó en, 
causantes del estrés biótico y abiótico en las plantas, respectivamente (Cuadro 1.1).  
 
Cuadro 1.1 Factores del ambiente abiótico y biótico y antrópicos causantes de estrés en 
las plantas (Adaptado de Reigosa et al., 2002). 
 
El concepto general y más aceptado de “estrés” en las plantas fue desarrollado 
con dos objetivos principales: (i) distinguir entre los cambios homeostáticos en 
respuesta a pequeñas fluctuaciones ambientales diarias y la real respuesta al estrés, 
como “plástica” (permanente en el ciclo de la planta, tiempo ontogénico, aclimatación) 
o “adaptativa” (tiempo evolutivo, heredable); y (ii) establecer una clara distinción entre 
un factor de estrés (una señal externa) y la respuesta al estrés (los efectos y las 
restricciones inducidas por las condiciones de estrés en la planta). (Reigosa et al., 2002). 
La plasticidad fenotípica o aclimatación en las plantas es la habilidad que posee 
un mismo genotipo para ajustar su morfología y fisiología en respuesta a diferentes 
condiciones ambientales (Gianoli, 2004). Existe abundante evidencia de la plasticidad 
de las plantas en la producción de metabolitos secundarios en respuesta a un estrés 
abiótico o como mecanismo de defensa ante la herbivoría y el parasitismo (Gershenzon, 
1984). La respuesta más frecuente ante la ocurrencia de un estrés, biótico o abiótico, es 
un incremento en la producción de los metabolitos secundarios, sin embargo no todos 
los compuestos químicos responden de la misma manera (Einhelling, 1999). 
Factores de estrés 
Factores ambientales 
Factores abióticos Factores bióticos 
Factores antrópicos 
- Patógenos: virus, hongos, 
bacterias 
- Animales: pastoreo, 
pisoteo 
- Temperaturas: bajas o 
muy altas 
- Agua: déficit o exceso 
- Radiación: exceso o 
déficit 
- Químicos: suelos salinos, 
deficiencia o excesivos 
minerales, inadecuado pH 
- Otros: vientos, presión 
- Otras plantas: parasitismo, 
alelopatía, competencia 
- Herbicidas, fungicidas, 
insecticidas 
- Lluvia ácida 
- Exceso de nitrógeno 
- Eutrofización 
- Fuego 
- Compactación de suelos 
- Polución 






Los estreses bióticos (enfermedades y herbivoría) y abióticos (déficit de 
nutrientes, radiación o agua y temperaturas extremas) y las herramientas de manejo que 
el hombre utiliza en el sistema agrícola (i.e. herbicidas y otros químicos) (Einhelling, 
2001) pueden modular la síntesis y emisión y la respuesta esperada a los aleloquímicos. 
En la planta emisora, muchos de estos estreses generan un incremento en la síntesis, 
almacenamiento y liberación de aleloquímicos, y su persistencia en el ambiente (Fig. 
1.2) y, consecuentemente, en la toxicidad de los compuestos lixiviados desde los tejidos 
de las plantas (Inderjit y Weiner, 2001). Por ejemplo en girasol, la producción de 
fenoles (aleloquímicos) en los tejidos se promueve en respuesta a estreses generados por 
herbicidas, deficiencia de nutrientes (N, K, Mg, S) y bajas temperaturas (Hall et al., 
1982). En el caso particular de altamisa, un estrés abiótico por radiación (Liu et al., 
2002), temperatura (Guo et al., 2004), salinidad (Qian et al., 2007) y metales pesados 
(Qureshi et al., 2005) como el arsénico en altas concentraciones, incrementan el 
contenido de artemisinina en hoja (Rai et al., 2011). La composición de los 
aleloquímicos (i.e. aceite esencial) también pueden ser afectados no solo por diferencias 
en la oferta de recursos en un sitio en particular (e.g. suelo, fertilidad, radiación, 
precipitaciones), sino además por diferentes niveles de estrés biótico y abiótico 
(Sangwan et al., 2001). 
Asimismo, la síntesis y la liberación de los aleloquímicos (Harborne, 1997; 
Gershenzon et al., 2000), como la artemisina, no sólo pueden afectar directamente el 
crecimiento de las plantas vecinas (Weston, 1996), sino que además pueden, 
indirectamente, modular la susceptibilidad de esas plantas a otros estreses (Connell, 
1990; Einhelling, 1996). Por ejemplo, los ácidos fúlvico y húmico (aleloquímicos) 
liberados por Eucaliptus camaldulensis Dehnh modulan la toxicidad al aluminio 
presente en el suelo, en plantas de maíz (Zea mays L.) (Harper et al., 1995). Asimismo 
los herbicidas que regulan la competencia entre el cultivo y la maleza, pueden actuar en 
forma aditiva, sinérgica o antagonista con la alelopatía (Einhelling, 1996). Dosis 
subletales de herbicida aplicados en plantas susceptibles, como fuente de estrés, 
provocan un aumento en la producción de los metabolitos secundarios (Vila-Aiub y 
Ghersa, 2005; Weidenhamer y Callaway, 2010). 
 
 
Figura 1.2 Esquema teórico del aumento de la concentración de un aleloquímico en el 
tejido de una planta u órgano en función del incremento en el nivel de estrés, generado 
por factores bióticos y abióticos (1 a 7). (Adaptado de Einhelling, 1999). 
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Por otro lado, los eventos de estrés pueden incrementar la susceptibilidad a los 
aleloquímicos en la especie receptora (Einhelling, 1999). Paralelamente, la disminución 
del crecimiento o del proceso afectado en el cultivo, dependerá también de la duración e 
intensidad del estrés, así como del período o momento de ocurrencia en el ciclo 
ontogénico del cultivo. 
El efecto alelopático está relacionado con la acción de uno o más compuestos 
químicos (Inderjit y Weiner, 2001). Lydon et al. (1997) demostraron que la tasa de 
emergencia y el crecimiento de plantas de soja es menor cuando, además de la 
artemisinina, están presentes otros terpenos foliares de altamisa, evidenciando que la 
actividad alelopática estaría dada por un conjunto de compuestos químicos, más que por 
un solo compuesto aislado.  
El crecimiento de un cultivo puede afectarse a partir de una concentración dada 
de compuestos químicos en el ambiente dependiendo del nivel de estrés. Este efecto 
puede ser de estimulación o inhibición de un proceso dependiendo de que la 
concentración de aleloquímicos supere o no un determinado umbral de concentración. 
Dicho umbral variará en función del compuesto, la especie y el proceso involucrado y 













Figura 1.3 Esquema teórico de la respuesta en el crecimiento de una especie ante 
aumentos en la concentración de aleloquímicos. El umbral de inhibición variará en 
función del compuesto, especie y proceso involucrado y del estrés ambiental. (Adaptado 
de Einhelling, 1999). 
 
1.1.5.1 Aleloquímicos y los efectos denso-dependientes 
La densidad de plantas por unidad de superficie puede generar cambios en el 
nivel de estrés al cual están expuestas las plantas en un cultivo y de esta manera incidir 
sobre el crecimiento y rendimiento. La respuesta a la densidad del rendimiento de soja 
por unidad de superficie presenta generalmente una respuesta del tipo asintótica. A 
bajas densidades el rendimiento por unidad de área se incrementa proporcionalmente 
con el aumento de la densidad del cultivo. Luego el incremento deja de ser lineal, ya 
que el rendimiento se incrementa menos que proporcionalmente cuando empieza la 
competencia. Finalmente, el rendimiento llega al máximo cuando la competencia por 
recursos es plena (Fig. 1.4 a). En los cultivos que presentan este tipo de respuesta el 
rendimiento por planta es máximo a bajas densidades y va disminuyendo ante el 
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aumento de la densidad cuando comienza la competencia, siendo la producción por 









Figura 1.4 (a) Respuesta del rendimiento de soja por unidad de superficie a la densidad. 
(b) Relación entre el logaritmo de la biomasa media por planta y logaritmo de la 
densidad en el rango de densidades donde el rendimiento es constante. (c) Efecto de los 
aleloquímicos sobre el rendimiento y la densidad. Las curvas representan la desviación 
esperada con respecto a la relación representada en (b) ante bajas, moderadas y altas 
concentraciones de aleloquímicos en el suelo. (Adaptado de Weidenhamer et al., 1989). 
 
Para describir la respuesta asintótica del rendimiento a la densidad se han 
propuesto varias aproximaciones, entre ellas, las ecuaciones recíprocas que hacen lineal 
la respuesta por unidad de área y proveen una interpretación biológica simple de los 
parámetros de la ecuación. En el rango de densidades donde el rendimiento permanece 
constante, la relación entre el logaritmo del peso medio de la planta y el logaritmo de la 
densidad es lineal con una pendiente (b) negativa de -1 (Fig. 1.4 b). La recíproca de la 
ordenada al origen es considerada un estimador del “potencial genético” de las plantas 
individuales del cultivo en cada ambiente. La pendiente es una medida de cómo 
disminuye el peso por planta a medida que se adiciona una planta a la población. 
Asimismo, si la relación entre la densidad y el rendimiento es verdaderamente 
asintótica, la inversa de la pendiente podría ser considerada una medida del “potencial 
ambiental”. Los factores ambientales como la disponibilidad de recursos, pueden 
modificar el rendimiento máximo alcanzado y, por lo tanto, su  potencial ambiental sin 
generar cambios en la pendiente de la recta, es por ello que se denomina Ley de 
rendimientos constantes o Leyes de Kira (Weidenhamer, 2006).  
Sin embargo, Weidenhamer et al. (1989), encontraron que la presencia de ciertos 
aleloquímicos en el suelo puede causar desviaciones de la relación esperada entre el 
rendimiento y la densidad del cultivo (Fig. 1.4 c). Podría encontrarse una respuesta 
distinta, dependiendo de la concentración de aleloquímicos en el suelo, donde el 
máximo tamaño por planta se manifestaría a densidades intermedias, mientras que a 
bajas densidades (por efecto de los aleloquímicos) y a altas densidades (debido a la 
intensa competencia), disminuiría el tamaño individual por planta. Por ejemplo, estudios 
en soja demuestran la existencia de una interacción significativa entre la fitotoxicidad 
dada por el herbicida atrazina aplicado en el suelo y la densidad de dos plantas 
competidoras (soja-maíz). A altas concentraciones de atrazina, la biomasa individual de 
soja se incrementa con altas densidades de maíz (Thijs et al., 1994; San Emeterio et al., 
2007). Estos resultados ponen en evidencia que, por un lado, la respuesta asintótica (ley 
de los rendimientos constantes de Kira) puede variar ante la presencia de compuestos 
fitotóxicos en el suelo y la magnitud del efecto será función no sólo de la densidad de la 
especie emisora sino también de la especie receptora (i.e. efecto denso-dependiente) 
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(Weidenhamer, 2006). Por otro lado, los resultados comentados sugieren que la 
interacción química juega un rol protagónico (dependiendo de la densidad de la especie 
emisora) y por consiguiente, la competencia no es el único factor que afecta la biomasa 
de las plantas receptoras. 
 
1.1.6 Aproximaciones experimentales al estudio de las interferencias 
La competencia puede ser estudiada a través de distintos tipos de diseños 
experimentales, no obstante, es importante que el diseño experimental permita 
responder las preguntas planteadas en cada caso (Connolly et al., 2001). La 
competencia es un proceso denso-dependiente, por ello la densidad de plantas es una 
variable muy importante al estudiar este proceso. Por ejemplo, en los agroecosistemas 
las malezas sólo ejercen un efecto competitivo sobre el cultivo si la densidad supera un 
determinado umbral. Existen distintas aproximaciones experimentales generales para 





















Figura 1.5 Diseños experimentales utilizados mas frecuentemente para el estudio de la 
competencia. Cada punto representa una combinación determinada de densidades 
cultivo-maleza. (a) Aditivo, (b) Sustitutivo, (c) Aditivo en series (d) Binario factorial 
completo. (Adaptado de Conolly et al., 2001). 
 
La principal diferencia entre los modelos aditivo, sustitutivo, aditivo en series y 
binario factorial completo (Fig. 1.5) es la variación de la densidad total de individuos de 
la mezcla y la proporción de cada especie en la mezcla. En un modelo aditivo (Fig. 1.5 


















































a) la densidad total de individuos varía ya que la densidad de una especie, por lo general 
el cultivo, permanece constante mientras que la segunda especie, en general la maleza, 
varía en un amplio rango de densidades. Este diseño es útil cuando se estudia el efecto 
del incremento de la densidad de un componente sobre el otro componente del sistema y 
generalmente se utiliza en experimentos donde se evalúa el efecto de la densidad de la 
maleza sobre el rendimiento del cultivo (Buchanan et al., 1980). En cambio, en un 
modelo sustitutivo (Fig. 1.5 b), la densidad de la mezcla se mantiene constante, mientras 
que varía la densidad relativa de cada especie dentro de la mezcla. Este modelo es útil 
para analizar la habilidad competitiva de cada especie en la mezcla. 
Por otro lado, los modelos aditivo en series y completo aditivo (o binario 
factorial) (Fig. 1.5 c y d) incorporan la proporción y la densidad dentro del diseño. En 
estos experimentos la densidad total y la densidad relativa de cada especie varían. La 
diferencia entre estos tipos de modelos radica en que, en el completo, se utilizan todas 
las combinaciones de densidades posibles. A pesar de que son muy útiles, y dan un 
mejor entendimiento de los efectos competitivos, ya que utilizan todas las 
combinaciones de densidades, son caros y requieren mayor tiempo para su realización. 
A pesar de que los modelos sustitutivos han sido ampliamente utilizados 
(Golberg y Werner, 1983), muchos investigadores han dejado de usarlos ya que al no 
distinguir el efecto de la densidad total y la densidad de cada especie, se confunde el 
efecto de la competencia interespecífica con la intraespecífica (Snaydon, 1991). Por el 
contrario, los modelos aditivos son utilizados con el objetivo de diferenciar el efecto de 
la maleza sobre el rendimiento del cultivo, persiguiendo objetivos agronómicos. Esto se 
debe, como lo demuestran Firbank y Watkinson (1990), a que la principal limitante de 
los modelos aditivos (cierta confusión entre el efecto de la proporción y de la densidad 
de las especies en la mezcla) es simplemente irrelevante a los objetivos de los 
experimentos que usan el modelo aditivo. 
Muchos trabajos que analizan la complejidad de las interacciones alelopáticas y 
competitivas (Inderjit y del Moral, 1997; Blum et al., 1999), con especial énfasis en el 
diseño experimental (Weidenhamer, 1996; Romeo y Weidenhamer, 1998), 
desafortunadamente, desestiman la complejidad ecológica de estas interacciones 
(Romeo, 2000; Weidenhamer, 2008) confundiendo ambos tipos de interacciones a 
campo (Weidenhamer, 2006 y 2008). 
 
1.1.7 Escala de análisis de la competencia y la alelopatía 
Existen diferentes aproximaciones de análisis de la alelopatía. En general, los 
estudios que demostraron que las malezas pueden interferir con el cultivo a través de la 
alelopatía, fueron realizados en condiciones de laboratorio y utilizando técnicas 
manipulativas (Inderjit et al., 2001; Inderjit y Callaway, 2003). 
Una de las mayores objeciones acerca de los estudios de alelopatía es el uso de 
medios de crecimiento no naturales en bioensayos de laboratorio (Inderjit y Nilsen, 
2003). Mientras que en los experimentos a campo se cuestiona que muchas veces se 
confunden la competencia y la alelopatía. Si bien los bioensayos son importantes para 
entender los mecanismos, no permiten predecir la operación conjunta de los 
aleloquímicos y sus interacciones en la naturaleza (Inderjit y Weston, 2000). A pesar de 
que se conocen los mecanismos y los efectos aislados de la competencia y la alelopatía, 
se sabe poco acerca de su interacción y de la contribución relativa de cada uno de ellos 
cuando actúan en conjunto (Nilsson, 1994). Pocos estudios lograron estimar, en 





competencia (Waller y Einhellig, 1999; Inderjit et al., 2001; Inderjit y Callaway, 2003). 
En la actualidad, es frecuente que el diseño de sistemas de manejo agrícola se sustente 
en modelos de respuesta a factores independientes (i.e. herbicida, densidad) 
desconociendo las interacciones (Grace y Tilman, 1990; Radosevich et al., 1997) y los 
efectos indirectos de los mismos (Radosevich et al., 2003).  
Como se describió anteriormente, una de las interferencias más estudiadas es la 
competencia por los recursos del ambiente, evidenciada a través del aumento continuo 
en el número de publicaciones a lo largo de 40 años (Fig. 1.6). Sin embargo, en los 
últimos 10 años hubo un incremento muy importante (104 %, con respecto a la década 
anterior) en los estudios de la alelopatía. De los cuales, sólo un 31 % corresponden a 
trabajos donde se analizan conjuntamente las interferencias alelopáticas y competitivas 
y solo un 20 % de trabajos sobre alelopatía en condiciones naturales, de campo (1079 
publicaciones en “Alelopatía en campo” del total de 5365 en “Alelopatía”). Esta 
información pone de manifiesto que, si bien el estudio de la competencia resulta de gran 
importancia en las investigaciones, en los últimos años, la alelopatía ha tomado 
relevancia como temática bajo estudio. No obstante, solo una pequeña fracción de estas 












Figura 1.6 Trabajos científicos publicados desde 1960 hasta 2010 en revistas con 
referato internacional relacionados con la competencia, alelopatía, competencia y 
alelopatía y alelopatía en condiciones de campo. (Información extraída de la base de 
datos Scopus 2011 considerando las palabras claves: “allelopathy”, “competition” y 
“field conditions” en el título y el texto. 
 
Hasta el presente, no existen evidencias en la literatura que involucren el estudio 
de la respuesta del cultivo (crecimiento, nodulación y rendimiento) de soja (Grupo de 
Madurez, GM IV) a variaciones de la densidad de altamisa, maleza alelopática y a la 
aplicación de herbicida en dosis subletales. Como tampoco existen trabajos en los que 
se evalúen las interferencias de competencia y alelopatía en condiciones de campo en el 









































1.2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS 
1.2.1 Hipótesis general 
En este contexto es posible postular la siguiente hipótesis: 
Las interferencias competitivas y alelopáticas generadas en un sistema soja 
(Glycine max (L.) Merr.) - altamisa (Artemisia annua), y reguladas por la densidad de 
plantas y aplicación de herbicida, afectan la nodulación, el crecimiento y el rendimiento 
del cultivo de soja. 
 
1.2.1.1 Hipótesis y predicciones específicas 
En la especie alelopática altamisa, la ocurrencia de un evento de estrés biótico 
(e.g. herviboría) o abiótico (e.g. déficit hídrico), provoca un incremento en la 
producción de aleloquímicos en hojas e inflorescencias (Marchese et al., 2010), según la 
intensidad y duración del estrés. Sin embargo, no existen evidencias acerca del efecto de 
estrés por competencia (interespecífica) y herbicida (dosis subletales) sobre la 
producción y composición de aleloquímicos en altamisa y su acumulación en suelo y 
menos aún su relación con la producción de la soja en condiciones de campo. Estos 
antecedentes hacen necesaria una revisión del comportamiento de la maleza alelopática 
y el efecto que estos estreses causan tanto en la especie emisora (altamisa) como en la 
receptora (soja). En este contexto, se presentan las hipótesis 1 y 2, y sus respectivas 
predicciones. 
 
Hipótesis 1(i): El aumento en la densidad de plantas de altamisa, al favorecer la 
acumulación de aleloquímicos en el medio edáfico, afectan negativamente la 
nodulación, el crecimiento o el rendimiento del cultivo de soja. 
Hipótesis 1(ii): La interacción de los factores de densidad y herbicida en dosis 
subletales, al aumentar más marcadamente la acumulación de aleloquímicos en el suelo, 
reducen aún mas la nodulación, el crecimiento o el rendimiento que los factores 
individuales.  
Predicción 1(i): La mayor producción de aleloquímicos en la biomasa aérea de 
altamisa y su acumulación en el medio edáfico, en respuesta al aumento de la densidad, 
reducirá la nodulación, el crecimiento o el rendimiento de soja (Fig. 1.7 a, tendencia i). 
Predicción 1(ii): El efecto combinado de la densidad y el herbicida  sobre la 
nodulación, crecimiento o el rendimiento será mayor que el efecto de sus factores 







Figura 1.7 a Representación esquemática de las predicciones de las hipótesis 1. 
  
Hipótesis 2 (i y ii): La densidad de plantas de altamisa, al aumentar la producción de 
hojas e inflorescencias (H e I)  por superficie: (i) incrementa la acumulación de 
artemisinina en el medio edáfico y (ii) aumenta la concentración (%) del aceite esencial 
en H e I. 
Hipótesis 2 (iii): La aplicación de herbicida en dosis subletales, al afectar el crecimiento 
de altamisa: reduce la producción de aleloquímicos (aceite esencial y artemisinina) por 
superficie pero aumenta su concentración en la biomasa de H e I, y reduce la 
acumulación de artemisinina en el medio edáfico. 
Hipótesis 2 (iv y v): La alta densidad de altamisa y el herbicida en dosis subletales, 
incrementan la biomasa de altamisa pero por el efecto del herbicida la acumulación (g 
m-2) de aleloquímicos (aceite esencial o artemisinina) se reduce, pero se incrementa su 
concentración en H e I. (v) Los componentes del aceite esencial responden 
diferencialmente al efecto combinado de la densidad y el herbicida. 
Predicciones 2(i y ii): El aumento de la densidad de plantas de altamisa aumentará la 
producción de la biomasa de H e I por superficie. En consecuencia, se incrementará la  
concentración (%) por unidad de tejido del aceite esencial, y el nivel de artemisinina en 
el medio edáfico. 
Predicción 2 (iii): La aplicación del herbicida glifosato reduce la biomasa de H e I, 
generando una menor producción de aleloquímicos, pero mayor concentración de estos 
compuestos en la maleza (%). Por consiguiente, la acumulación de artemisinina en el 
medio edáfico por lixiviación desde la parte aérea o desde las hojas y flores caídas al 
suelo será menor.  
Predicciones 2 (iv y v): A altas densidades de altamisa y con dosis subletales se 
incrementará la biomasa de altamisa, pero la producción de aleloquímicos por 
superficie disminuirá y su concentración aumentará, por efecto del herbicida. (v): 
Ambos factores, densidad de plantas y herbicida en dosis subletales, provocarán una 
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Figura 1.7 b Representación esquemática de las predicciones de las hipótesis 2. 
 
Hipótesis 3: Diversas fuentes de altamisa (biomasa de altamisa verde, seca y 
artemisinina pura) y el tipo de sustrato (arcilloso o arenoso) impactan de manera 
diferencial sobre las concentraciones y la actividad de los aleloquímicos que se aportan 
al suelo. Esto produce variaciones en el modo en que se generan los efectos sobre el 
crecimiento, la nodulación, o el rendimiento de plantas de soja.  
Predicción: La reducción en la nodulación, el crecimiento o el rendimiento en plantas 
de soja creciendo en un sustrato arenoso (con menos recursos), será mayor con 
respecto a los obtenidos en un sustrato arcilloso (más recursos). La menor reducción se 
obtendrá con la fuente de biomasa seca. (Fig.1.7 c) 
 
Figura 1.7 c Representación esquemática de las predicciones de la hipótesis 3. 
 
Hipótesis 4 (i): Los aleloquímicos de altamisa (aceite esencial y artemisinina) influyen 
directa y negativamente sobre el crecimiento de Bradhyrizobium japonicum. 
Hipótesis 4 (ii): El efecto de interacción del aceite esencial y la artemisinina sobre el 
crecimiento de la bacteria B. japonincum es mayor que sus efectos individuales. 
Predicción (i): El crecimiento de Bradhyrizobium japonicum se reduce a medida que se 
incrementa la dosis de artemisinina y de esencia de altamisa.  
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Predicción (ii): La reducción será mayor cuando se combinan ambos aleloquímicos 
(aceite esencial y artemisinina) en el medio de cultivo (Fig.1.7 d). 
 
Figura 1.7 d Representación esquemática de las predicciones de la hipótesis 4. 
 
1.2.3 Objetivo general 
Evaluar la competencia y la alelopatía entre un cultivo de soja y altamisa 
(Artemisia annua) y su impacto sobre la nodulación, el crecimiento y el rendimiento del 
cultivo ante cambios en la densidad de plantas y la dosis de herbicida.  
1.2.3.1 Objetivos específicos 
1) Evaluar el efecto de la densidad de plantas de altamisa y de dosis subletales de 
herbicida y de la acumulación de aleloquímicos al medio edáfico por parte de A. annua, 
sobre la nodulación, el crecimiento y el rendimiento en el cultivo de soja. 
2) Determinar el efecto de la densidad de plantas de altamisa y de dosis subletales de 
herbicida sobre (i) el crecimiento de la biomasa de hojas e inflorescencias de altamisa 
(ii) la producción y acumulación de los aleloquímicos (aceite esencial y artemisinina) en 
la biomasa de hojas e inflorescencias de altamisa (iii) la composición del aceite esencial 
y (iv) la acumulación de artemisinina en el medio edáfico y su relación con la 
producción de soja.  
3) Determinar el efecto de diversas fuentes de artemisinina (biomasa de altamisa, 
artemisinina pura) sobre el crecimiento, nodulación y rendimiento en plantas de soja 
creciendo en dos tipos de sustratos. 
4) Testear el efecto directo de los aleloquímicos (aceite esencial y artemisinina) 
provenientes de altamisa sobre el crecimiento de Bradyrhizobium japonicum. 
 
1.3 METODOLOGÍA GENERAL  
 
El estudio se ejecutó utilizando distintas aproximaciones experimentales, en las 
instalaciones de la Facultad de Agronomía de la Universidad de Buenos Aires 
(FAUBA), Argentina (34º 35’S, 58º 29’O). 
Para llevar a cabo los objetivos propuestos y poner a prueba las hipótesis 
formuladas se realizaron experimentos, a campo en condiciones semi controladas (Exp. 
1 y 2), en macetas en condiciones controladas (Exp. 3), conducidos en el campo 
experimental de la FAUBA durante tres campañas, y experimentos (Exp. 4 y 5) en 
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condiciones controladas de laboratorio (Fig. 1.8). Asimismo se condujeron tres ensayos 
preliminares para la definición de los tratamientos de carbón activado (Exp.1.1 y 1.2) y 























Figura 1.8 Diagrama de los ensayos realizados según su aproximación experimental y 
desarrollo en los capítulos de la tesis. 
 
 
1.4 ESTRUCTURA DE LA TESIS 
 
La tesis se estructuró en seis capítulos articulados entre sí (Fig. 1.9). En el 
primero se hizo una revisión de la literatura sobre el tema de la tesis, describiendo el 
estado del arte en el mismo, las hipótesis que se pusieron a prueba, llegando a los 
objetivos planteados, y la metodología general. En el Capítulo 2 se evaluó el efecto de 
altamisa sobre el crecimiento y la nodulación en el cultivo de soja ante cambios en la 
densidad de la maleza y aplicación de un herbicida en dosis subletales. En el Capítulo 3 
se cuantificaron los aleloquímicos presentes en la maleza y en el suelo al variar la 
densidad de altamisa y ante la aplicación de herbicida y su efecto en el cultivo de soja. 
En el Capítulo 4 se estudió el efecto de las fuentes de artemisinina (biomasa de altamisa, 
artemisinina pura) sobre el crecimiento, nodulación y rendimiento en plantas de soja 
creciendo en dos tipos de sustratos. Finalmente, en el Capítulo 5 se analizó el efecto de 
los aleloquímicos de altamisa (artemisinina y aceite esencial) sobre el crecimiento de 
Bradyrhizobium japonicum, bacteria responsable de la fijación biológica del N en soja. 
En el capítulo final (Capítulo 6), se expuso la contribución de la presente tesis al 
conocimiento científico, se discutieron los hallazgos en el contexto de lo ya conocido, 
de las hipótesis y de los objetivos iniciales, y se hicieron proyecciones de las 
consecuencias y aplicabilidad de los resultados obtenidos en el manejo del cultivo de 
soja y de los agroecosistemas.  
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Una de las interacciones negativas más documentadas es la competencia por los 
recursos (i.e. agua, luz, nutrientes y espacio) o por los servicios (polinizadores) del 
ambiente, que están provistos en cantidades insuficientes para satisfacer los 
requerimientos combinados de plantas de la misma especie (intraespecífica) o de 
distintas especies (interespecífica) (de Wit, 1960). Sin embargo, la alelopatía, definida 
como el efecto directo o indirecto de una planta hacia otra a través de la liberación de 
compuestos químicos (i.e aleloquímicos) hacia el ambiente (Rice, 1984; Seigler, 1996), 
es otra interferencia importante, que afecta determinados procesos en la especie 
receptora de aleloquímicos. La alelopatía genera tanto efectos de estimulación como de 
inhibición entre las plantas (Molisch, 1937), afectando directamente el crecimiento, el 
desarrollo, el establecimiento y/o la reproducción (Inderjit y Mallik, 2002), e 
indirectamente,  la nodulación en especies leguminosas (Batish et al., 2007). 
Altamisa (Artemisia annua) es una especie que integra la comunidad de malezas 
de los cultivos de soja (Glycine max) en la Pampa Ondulada de la Argentina (de la 
Fuente et al., 2006; 2010). Esta maleza puede deprimir el crecimiento de otras especies 
vegetales, a través de la competencia y de su actividad alelopática fitotóxica (Weston y 
Duke, 2003). La actividad alelopática negativa de altamisa hacia los cultivos es 
atribuida, principalmente, al metabolito secundario artemisinina, clasificado como 
sesquiterpeno lactona (Duke et al., 1987; Delabays et al., 2001). Sin embargo, se sabe 
que otros compuestos químicos también presentes en altamisa (e.g. ácido artemisínico y 
arteannuin B) estimulan la formación de raíces en especies leguminosas (Chen y 
Leather, 1990).  
Los metabolitos secundarios se liberan al ambiente a través de la volatilización, 
la lixiviación y también a través de la exudación de raíces y/o la descomposición de los 
residuos (Harborne, 1997). Se sabe que en competencia interespecífica (i.e. con un 
cultivo de soja), altamisa pierde las hojas basales del tallo, y éstas ejercen su acción 
alelopática (Lydon et al., 1997) al acumularse en la superficie del suelo y liberar los 
aleloquímicos. 
Por su parte, la soja es susceptible a la acción de los aleloquímicos afectándose 
no sólo la nodulación y por consiguiente, la fijación biológica del nitrógeno (Rice, 
1984) sino también, el crecimiento (Lydon et al., 1997) y el rendimiento (Azania et al., 
2003). 
Asimismo, los herbicidas que afectan la competencia entre el cultivo y la 
maleza, pueden actuar en forma aditiva, sinérgica o antagonista con la alelopatía 
(Einhelling, 1996). Por ejemplo, dosis subletales de herbicida pueden provocar un estrés 
en la especie emisora, que a su vez, genera un aumento en la producción de los 
metabolitos secundarios (Vila-Aiub y Ghersa, 2005; Weidenhamer y Callaway, 2010). 
Por otro lado, los eventos de estrés pueden incrementar la susceptibilidad a las 
fitotoxinas en la especie receptora (Einhelling, 1999).  
La exposición voluntaria o involuntaria de dosis subletales de un herbicida es un 
evento muy común en poblaciones de malezas a campo (Vila-Aiub y Ghersa, 2005). En 
este contexto, se observó que las plantas de Lolium multiflorum L. incrementan el nivel 
de aleloquímicos en sus tejidos cuando son expuestas a dosis subletales del herbicida 
diclofop-methyl. Por otro lado, la aplicación de bajas dosis de herbicida glifosato causa 
un efecto depresor sobre Bradyrhizobium japonicum (Moorman et. al., 1992; Hernández 
et al., 1999) e inhibe la nodulación (Reddy, 2000) y/o la fijación biológica del nitrógeno 




Numerosos trabajos realizados en condiciones de laboratorio o en invernáculo 
(Inderjit y Nilsen, 2003) analizaron las interferencias entre un cultivo y una maleza 
alelopática como altamisa (Lydon et al., 1997) y otras especies (Batish et al., 2007), 
pero pocos estudios han investigado la importancia relativa de la competencia y la 
alelopatía en condiciones de campo (Nilsson, 1994; Inderjit et al., 2001). Por lo tanto, 
conocer el efecto alelopático de altamisa sobre el cultivo de soja ante cambios en la 
densidad de plantas y la aplicación de herbicida es relevante a fin de mejorar las 
estrategias de manejo del cultivo. 
El objetivo del presente capítulo es evaluar el efecto de distintas prácticas 
agrícolas (herbicida y densidad) y de la acumulación de terpenos al medio edáfico por 
parte de Artemisia annua sobre la nodulación, el crecimiento y el rendimiento en el 
cultivo de soja.  
 
2.2 MATERIALES Y MÉTODOS 
 
2.2.1 Sitio experimental 
En el campo experimental de la Facultad de Agronomía de la Universidad de 
Buenos Aires (34° 37’S, 58° 20’O), se realizaron dos ensayos, uno durante 2006 (Exp. 
1) y el otro durante 2007 (Exp. 2). El suelo del campo experimental puede clasificarse 
como un Argiudol vértico (de acuerdo a la taxonomía del USDA, 1999, Anexo 2.1). Las 
condiciones meteorológicas (temperatura y precipitación) fueron registradas por la 
Estación Meteorológica Villa Ortúzar (34° 35’S, 58° 25’O) (Cuadro 2.1), distante a 300 
m del área experimental. 
 
Cuadro 2.1 Precipitaciones acumuladas (mm) y temperaturas máximas y mínimas (ºC) 
registradas durante los meses del experimento en los años 2006 y 2007 por la Estación 
Meteorológica Villa Ortúzar. 
 












Máxima Mínima  Máxima Mínima  
Enero 36,6 14,9 33,3 35,4 12,7 70,9 
Febrero 35,0 12,6 201,4 35,8 11,0 123,2 
Marzo 30,1 7,1 149,4 31,1 11,6 0,3 
Abril 28,4 4,6 69,6 31,4 5,2 0,0 
Mayo 24,7 -0,3   1,7 24,9 -2,1 0,0 
 
Previo a la siembra, se extrajeron muestras de suelo a fin de determinar los 
niveles de nitrógeno, fósforo y potasio (Anexo 2.1) en los primeros 40 cm del perfil del 
suelo, discriminado cada 20 cm (0-20 cm y 20-40 cm). En dicho momento, el contenido 
de nitrógeno fue de 72 kg N-NO3 ha-1 y de 46 kg N-NO3 ha-1 para la profundidad de 0-
20 y de 20-40 cm, respectivamente. La disponibilidad de fósforo a la siembra fue mayor 
a 20 mg kg-1 (Bray y Kurtz, 1945). En cuanto al potasio, el nivel fue de 60,45 mg kg-1. 
Dada la oferta de estos nutrientes en el suelo, no se aplicaron fertilizantes nitrogenados, 
fosforados o potásicos, debido a que la cantidad de nutrientes disponible fue suficiente 




2.2.2 Tratamientos y diseño experimental 
El experimento estuvo compuesto por 20 tratamientos, resultado de una 
combinación factorial de: 5 niveles de densidad cultivo-maleza (soja/altamisa, plantas 
m
-2): D1, soja pura, 40/0 plantas m-2; D2, 40/2 plantas m-2; D3, 40/4 plantas m-2; D4, 
40/8 plantas m-2; y D5, altamisa pura, 0/8 plantas m-2; dos niveles de carbón activado 
(alelopatía): C-, sin aplicación de carbón (con alelopatía) y C+, con aplicación de 
carbón (reducción de la alelopatía) y dos niveles de herbicida: H-, sin aplicación y H+, 
con aplicación de glifosato en dosis subletales. Las parcelas control fueron: soja pura 
(D1) y altamisa pura (D5) con la combinación de los tratamientos de carbón y herbicida 
(C-; H-), (C+; H-) (C-; H+)  y (C+; H+), respectivamente. 
El nivel de baja densidad de altamisa (D2, 2 plantas m-2) se determnó en base a 
las investigaciones realizadas por Maynard (1985) y Delabays et al. (1993), quienes 
reportaron 1 planta m-2 y 2,5 plantas m-2 como bajas densidades, respectivamente. Los 
niveles de media y alta densidad (D3 y D4, 4 y 8 plantas m-2, respectivamente) de 
altamisa se determinaron en relación a las investigaciones realizadas por Simon et al. 
(1990) y por Benicio Pereyra, investigador de la Universidad de Campinas (UNICAMP, 
Brasil) (Comunicación personal). 
El diseño experimental fue factorial en parcelas divididas (Fig. 2.1) con un 
arreglo en bloques completos al azar (DBCA, debido a la pendiente del sitio 
experimental) con 3 repeticiones, durante el 2006 y completamente aleatorizadas (DCA) 
con tres repeticiones durante el 2007. El tratamiento de densidad fue asignado a la 
parcela principal (64 m2) mientras que la combinación de los tratamientos de carbón y 




















Figura 2.1 Esquema representativo de la parcela principal D1, soja pura (a), de la sub-
parcela (b) y de una planta de soja (c), mostrando las capas de carbón activado (5 mm) y 
de tierra proveniente del mismo campo experimental (5 mm), adicionada a la parcela del 
nivel C+, con carbón. Nótese que el carbón fue aplicado manualmente a modo de 
“lámina” sobre las capas superficiales del suelo, con el objeto de minimizar la 
interacción del carbón con las raíces de la soja y de altamisa. 
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Las interacciones entre el cultivo y la maleza se estudiaron a través de un diseño 
experimental aditivo (Park et al., 2003), es decir, manteniendo constante la densidad de 
soja (40 plantas m-2) en cada parcela y aumentando la densidad de la maleza (2, 4 y 8 
plantas m-2).  
El suelo se preparó mediante dos pasadas de disco y una pasada de rotovator, a 
fin de lograr una buena cama de siembra. El 18 de enero de 2006 y 2007 se sembraron 
semillas de soja del grupo de madurez IV resistente a glifosato (DM 4800), previamente 
inoculadas con Bradyrhizobium japonicum (109 UFC/g inoculante), a una densidad de 
45 plantas m-2, en parcelas de 16 surcos distanciados a 0,35 m y 2,8 m de longitud. Los 
surcos de las parcelas tuvieron una orientación Norte-Sur a fin de evitar el sombreado 
entre hileras. La siembra se efectuó cuidadosamente a fin de alcanzar una germinación y 
establecimiento de plántulas homogéneos. Las semillas de soja (con más de 98 % de 
poder germinativo) se colocaron manualmente en los surcos, luego se cubrieron con 
tierra y se compactaron levemente. En el momento de la emergencia del cultivo (VE, 
Fehr y Caviness, 1977), se ralearon las plantas de soja hasta alcanzar una densidad de 
40 plantas m-2. La maleza altamisa se sembró en bandejas de germinación bajo 
invernadero, 30 días antes de la siembra del cultivo para sincronizar la emergencia con 
la del cultivo. En emergencia del cultivo de soja (VE, Fehr y Caviness, 1977), se 
transplantaron las plantas de altamisa al entresurco, de acuerdo a los tratamientos de 
densidad. Los motivos por los cuales se realizó el transplante de altamisa en el campo 
fueron: (i) la semilla de altamisa es extremadamente pequeña (P1000= 0,03 g) con lo cual 
es dificultosa su siembra directa en el campo y (ii) la necesidad de sincronizar el 
crecimiento de soja y altamisa. Al sembrar las semillas en las bandejas de germinación 
se tuvo en cuenta que las bandejas fuesen las de “tipo forestal”, de manera tal que 
posean suficiente profundidad y sustrato para el normal crecimiento de las raíces 
durante el período en el invernadero. El transplante se realizó durante las 8.00 y las 
11.30 h de la mañana y desde las 16.00 h en adelante, evitando las horas de alta 
irradiancia, y por consiguiente el estrés por radiación y temperatura. Cada planta de 
altamisa transplantada en el campo se regó posteriormente, con el fin de minimizar el 
estrés post-transplante. Posteriormente al transplante se realizó un seguimiento de las 
plantas transplantadas de manera de asegurar los tratamientos de densidad de las 
parcelas. 
El carbón activado permite separar de una forma sencilla la competencia de la 
alelopatía en parcelas experimentales a campo, adsorbiendo los compuestos orgánicos 
lixiviados por las plantas de altamisa y con poco efecto sobre los nutrientes inorgánicos 
(Inderjit y Callaway, 2003). Por lo expuesto, se utilizó carbón activado en las parcelas 
experimentales, con el fin de reducir la alelopatía (Nilsson, 1994) y de esta manera 
adsorber los aleloquímicos liberados por lixiviación, lavado y/o descomposición de los 
órganos aéreos de altamisa en condiciones de campo. En el estado vegetativo (V1) de 
soja (Fehr y Caviness, 1977) se aplicó 500 g m-2 (Nilsson, 1994) de carbón activado 
(Refil S.A. y Clarimex S.A.) enterrado subsuperficialmente en las subpacelas (C+), a 
fin de adsorber los aleloquímicos liberados por la parte aérea de A. annua de acuerdo a 
la metodología de Nilsson (1994) y a ensayos preliminares efectuados. Una capa del 
carbón activado se esparció sobre el suelo (500 g m-2), y luego se cubrió con tierra (650 
g m-2) proveniente del mismo campo experimental con el objetivo de evitar la 
dispersión del carbón por efecto del viento y/o lluvia, considerando que las partículas 
del carbón utilizado son muy finas (37 µ, en el 80 % de las partículas) y para evitar 
diferencias de color y/o de temperatura entre las parcelas con y sin carbón activado (C+ 




En el estado vegetativo de soja V4 (Fehr y Caviness, 1977) se aplicó el glifosato 
en dosis subletales (1/8 de la dosis comercial, 3 kg a.i. ha-1). Diez días posteriores a la 
aplicación de herbicida se midió, con SPAD, el valor del índice de clorofila en hoja en 
las plantas de soja y altamisa, de manera de cuantificar a través de este indicador el 
nivel de estrés en las plantas (El-Hendawy et al., 2005). El valor promedio SPAD se 
tomó sobre 6 mediciones realizadas en las hojas del 6° nudo (contando desde el ápice) 
de nueve plantas de altamisa evaluadas en cada tratamiento. En el caso de la soja se 
tomó la medición en el 3° nudo de la planta, contando desde el ápice. Al momento de 
medir esta variable en ambas especies, se consideró que la hoja estuviese totalmente 
expandida dentro del estrato medio de la planta (Anexo 2.2 Confirmación del efecto del 
herbicida). 
Durante todo el experimento las plantas se regaron por aspersión y 
periódicamente de acuerdo a la demanda. En ambos años, el riego de las parcelas se 
realizó como suplemento a las precipitaciones naturales (455,4 mm en 2006 y 203,4 mm 
en 2007, durante el ciclo del cultivo) con el objetivo de mantener el suelo cerca de 
capacidad de campo durante la estación de crecimiento del cultivo. 
 
2.2.3 Ensayos preliminares que definieron la metodología y los niveles de los 
tratamientos 
Carbón activado: Capacidad de adsorción y movilidad en el sustrato 
Antes de utilizar el carbón activado se condujo un experimento en condiciones 
de laboratorio a fin de determinar (i) la capacidad de absorción del carbón activado y 
(ii) la probabilidad de mezcla del carbón activado con las capas de tierra en las parcelas 
experimentales. Para lograr el primer objetivo, se evaluaron tres concentraciones (0, 
control; 0,2 ml l-1 y 0,5 ml l-1) de artemisinina (Sigma-Aldrich 98 %). En un matraz 
aforado, se preparó la solución patrón disolviendo 6 mg de artemisinina en etanol 
ajustando dicho solvente hasta la marca de 6 ml. Posteriormente, se tomaron 3 alícuotas 
equivalentes a 0,2 y 3 a 0,5 ml de la solución patrón (n=3) y se colocaron en 6 vasos de 
precipitado conteniendo 2 g de carbón activado (equivalente a una capa de 5 mm de 
grosor). Los vasos de precipitado se conservaron a una temperatura de 20 ºC durante 2 
días. El tratamiento control se realizó siguiendo los mismos pasos sin el agregado de la 
solución de artemisinina. El etanol se evaporó utilizando un rotavapor. Posteriormente, 
el carbón activado fue “lavado” con 10 ml de agua a fin de simular la lluvia y luego se 
agitó durante 10 minutos. El extracto acuoso se filtró y evaporó a través del rotovapor. 
El residuo se disolvió en etanol y luego se filtró con vacío. La solución obtenida se 
concentró y luego se transfirió a vasos de precipitado de 5 ml. El contenido de 
artemisinina de la solución etanólica se cuantificó a través de HPLC con detección UV 
en fase reversa con una columna de sílica C18, según la metodología descripta por Qian 
et al. (2005). Las condiciones de trabajo del HPLC fueron las siguientes: fase movil de 
45/10/45 (volumen) metanol/acetonitrilo/0,9mM Na2HPO4-3,6 mM NaH2PO4 buffer 
(pH 7.7), con un flujo de 0,5 ml/min. La longitud de onda del detector fue de 260 nm.  
Considerando que la concentración de artemisinina del extracto acuoso 
proveniente del lavado del carbón activado fue de 0 % en todas las concentraciones de 
artemisinina evaluadas, se puede confirmar que la capacidad de absorción de 
artemisinina del carbón activado es total a los niveles de artemisinina estudiados. Por 
ello, se puede afirmar que el carbón activado actuó eficazmente como adsorbente en las 




artemisinina y otros compuestos de menor peso molecular, liberados por las hojas e 
inflorescencias de altamisa.  
Con el propósito de determinar si la capa de carbón activado permanecía pura 
sin mezclarse con las capas de suelo durante el experimento, se dispuso de tres 
columnas (tipo Büchner), en donde se colocó una capa de suelo (10 mm), una capa de 
carbón activado (5 mm) y otra capa de suelo (10 mm). El suelo utilizado provino del 
campo experimental donde luego se realizaron los experimentos. La combinación de 
capas fue irrigada con agua (imitando la lluvia) cada dos días durante dos semanas. 
Posteriormente, se realizaron observaciones de las capas de suelo y carbón, 
confirmando que no hubo desplazamiento del carbón hacia los estratos inferiores o 
superiores del suelo. 
Dosis de herbicida 
La dosis subletal de herbicida se determinó mediante la evaluación de 4 dosis de 
glifosato (0, 1/2, 1/4 y 1/8 de la dosis comercial 3 kg a.i. ha-1) sobre tres plantas de 
altamisa creciendo en el campo experimental (n=3). Con posterioridad a la aplicación 
del herbicida (15 días), se observaron visualmente (e.g. clorosis) las plantas, 
determinando la dosis subletal como 1/8 de la dosis comercial de glifosato. 
 
2.2.4 Determinaciones 
En la floración del cultivo (R1; Fehr y Caviness, 1977) se tomaron muestras de 
plantas enteras de soja en 2,1 m de surco (equivalente a 0.75 m2) de todos los 
tratamientos para cuantificar: biomasa aérea total acumulada, biomasa radical, número 
y biomasa de nódulos y la biomasa específica de nódulos (biomasa de nódulos/unidad 
de nódulo). Las muestras de suelo (2,1 m  lineal de surco x 0,20 m ancho de surco x 
0,25 m de profundidad) conteniendo las raíces primarias y secundarias y los nódulos se 
lavaron en una zaranda de 1 mm de diámetro. Posteriormente, las raíces se colocaron 
en el congelador dentro de bolsas de plástico hasta el momento de efectuar la 
separación de los nódulos en las raíces. Paralelamente, en la misma unidad 
experimental (parcela) se tomaron al azar 5 plantas de altamisa y se cuantificó la 
biomasa aérea total acumulada. 
En la madurez de la soja (R8, Fehr y Caviness, 1977), se cosecharon las plantas 
de soja de los surcos centrales de las parcelas (equivalente a 0,75 m2), determinándose 
la biomasa aérea total acumulada y el rendimiento en grano. De cada unidad 
experimental, se cosecharon 5 plantas de altamisa a fin de determinar la biomasa aérea 
total acumulada. El peso seco de todas las variables se determinó colocando las 
muestras en estufa a 68 º C de temperatura hasta alcanzar su peso constante. 
 
2.2.5 Análisis estadístico 
Los efectos principales y sus interacciones se analizaron a través de un análisis 
de varianza (ANVA) usando el paquete estadístico “General Linear Model” (GLM) del 
“Statistical Analysis System” versión 9.1 (SAS Institute, Cary, NC, 2005). En el análisis 
se consideró al bloque o a la repetición, según el caso, como efectos aleatorios. Por otra 
parte, antes de realizar el análisis se evaluó si se cumplían los supuestos del ANVA 
(residuos homogéneos y aleatorios, distribución normal). De no cumplirse con estos 
supuestos, se transformaron los datos utilizando una función logarítmica para realizar el 




aplicación de anti-logaritmo). Las medias se separaron usando el Test de Tukey a un 
nivel de significancia de p<0,05. En el ANVA, el número de raíces fue considerado una 
covariable en el análisis del número y biomasa de nódulos para el año 2007, debido a la 
existencia de colinealidad entre el número de raíces y el número de nódulos (R2=0,18; 
p=0,001) y entre el número de raíces y la biomasa de nódulos (R2=0,17; p=0,002). 
La relación entre la biomasa y el peso de nódulos se analizó a través del análisis 
de regresión, mediante una función potencial (Ecuación 1, Ŷijk=d Xij f), donde Ŷij 
representa la relación
 
entre la biomasa y número de nódulos y Xij, el número de nódulos 
para los i niveles del tratamiento de carbón (i=C+; C-), j niveles del tratamiento de 
herbicida (j=H+; H-) y k repeticiones. d y f son parámetros de la función. 
Dado que hubo un gradiente de biomasa de la maleza en ambos años de 
experimento, generado a través de la densidad de plantas de altamisa, se realizó un 
análisis de regresión para describir la relación entre el rendimiento de soja y la biomasa 
total acumulada de altamisa a madurez. Para describir la respuesta del rendimiento ante 
el incremento de la biomasa de la maleza se utilizó una función hiperbólica (Ecuación 
2) (Canner et al., 2002). Para comparar los resultados de los experimentos de los dos 
años, los rendimientos de soja y la biomasa de maleza fueron expresados en valores 
relativos. Esto se realizó dividiendo el rendimiento o biomasa obtenida en cada 
subparcela y el rendimiento o biomasa correspondiente a cada sub-parcela control para 
cada año. 
                     Ŷijk = (a+ b * Xij)/ (c + Xij)                                (Ecuación 2)   
Donde Ŷijk representa el cociente entre el rendimiento de soja (g m-2) y el 
rendimiento de soja en cada parcela control (D1) para los i niveles del tratamiento de 
carbón (i=C+; C-), j niveles del tratamiento de herbicida (j=H+; H-) y k repeticiones; 
Xij representa el cociente entre la biomasa aérea total acumulada de altamisa (g m-2) a 
madurez y la biomasa total acumulada de altamisa en cada parcela control (D5) para los 
niveles del tratamiento i carbon y j herbicida; -a/b (Ecuación 2), es la cantidad de 
biomasa relativa de la maleza cuando Ŷijk se aproxima a cero y a/c es la intercepción , 
i.e. el rendimiento relativo en ausencia de maleza. Las unidades de Ŷijk y Xij están 
expresadas
 
en g m-2/ g m-2 mientras que las unidades de a, b, y c son g m-2. 
Las ecuaciones 1 y 2 fueron analizadas utilizando el módulo de regresión no 
lineal del programa Sigma Plot v. 10. La bondad del ajuste de la relación fue evaluada a 
través del cuadrado medio residual (CMR), estimación de los parámetros, R2 ajustado y 




2.3.1 Efecto del carbón activado en las monoculturas D1 y D5 a floración y a 
madurez de soja 
En relación al efecto del carbón sobre el crecimiento de las plantas de soja y 
altamisa a floración, no se encontraron diferencias significativas en las parcelas de las 
monoculturas (D1 y D5) asociadas al tratamiento con carbón activado sobre la 
producción de biomasa de soja y altamisa en floración (Fig. 2.2 a y b, en Anexo), 
biomasa y número de nódulos (Fig. 2.2 c y d, en Anexo), y biomasa y número de raíces 
(Fig. 2.2 e y f, en Anexo) de soja en los dos años de experimentos.  
Al estadio fenológico de madurez de soja, tampoco se observó un efecto directo 




altamisa y el rendimiento de soja de los estand puros (D1 y D5) fueron similares en los 
tratamientos de carbón (C+ y C-) para ambos años (Fig. 2.3, en Anexo). 
 
2.3.2 Respuesta del cultivo a la interferencia de altamisa al estado de floración (R1) 
(a) Biomasa del cultivo y altamisa: A floración, la biomasa aérea acumulada 
de soja fue similar en todos los tratamientos (Cuadro 2.2). Sin embargo en el año 2006, 
la aplicación de herbicida resultó en un aumento del 11 % de la biomasa (Cuadro 2.2) 
en comparación a las parcelas en donde no hubo aplicación de glifosato (p=0,01; 
Cuadro 2.3). Este incremento en la biomasa de soja está relacionado a la reducción (16 
veces) de la biomasa de altamisa observada en las parcelas tratadas con dosis subletales 
en comparación con las no tratadas (16,62 vs 265,01 g m-2). 
(b) Número de raíces y biomasa radical: En general el número y la biomasa 
de raíces de soja no presentaron diferencias significativas entre los tratamientos de 
herbicida y carbón. Sin embargo, en el experimento de la campaña 2007, en las parcelas 
(D3 y D4) con una densidad de altamisa de 4 y 8 plantas m-2 y con reducción de la 
alelopatía mediante carbón activado, el número de raíces fue significativamente menor  
en relación al cultivo puro (D1)(pDxC=0,03) (Fig. 2.2). Entre densidades la biomasa de 
raíces difirió al nivel del 1 % en el 2007, observando una mayor biomasa de raíces de 






Cuadro 2.2 Biomasa de soja y altamisa, biomasa y número de nódulos, biomasa y 
número de raíces de soja para los factores de densidad (D), carbón activado (C) y 
herbicida (H) durante el 2006 y 2007. Valores medios a la floración del cultivo (R1, 
Fehr y Caviness, 1977). 
 
 
D, densidad; C, carbón activado; H, herbicida. 1 Los datos fueron transformados logaritmicamente antes 
del análisis estadístico. Dentro de cada columna, las medias seguidas por una letra diferente indican 
diferencias significativas para el mismo factor y año, con un nivel de significancia de p<0,05 según el 








Año Factor Nivel Soja Altamisa 
   
Biomasa 
aérea en R1 Nódulos Raíces 
Biomasa 
aérea en R11 
   
  Biomasa Número1 Biomasa Número 
 
 
   
(g m-2) (g m-3) (raíces m-3) (g m-3) (nódulos m-3) (g m-2) 
2006 Densidad D1 571,16 60,46 41,58 1,49  144,97  -  
  D2 523,76 53,86 40,66 1,24  77,31  27,99 a 
  D3 558,24 62,86 39,58 2,82  395,20  52,09 b 
  D4 497,57 51,98 36,50 2,30  249,28  117,84 c 
  D5  -  -  -  636,90 d 
 Carbón         
  C- 534,67 56,83 38,58 1,62 b 71,21 b 216,64 
 
  C+ 540,69 57,75 40,58 2,30 a 362,17 a 143,77  
 Herbicida         
  H- 508,58 58,09 39,37 1,94  210,82  265,01 a 
  H+ 566,78 56,49 39,79 1,98  222,56  16,62 b 
2007 Densidad         
  D1 487,34 40,82 43,66 a 7,54  673,11  -  
  D2 496,91 40,23 38,77 ab 6,89  568,22  11,57  
  D3 481,07 42,19 34,55 b 4,54  318,56  21,31  
  D4 496,65 38,94 37,33 b 5,92  518,67  34,03  
  D5 - - - -  -  316,08  
 Carbón         
  C- 494,52 42,61 38,22 6,71  611,72 a 99,00  
  C+ 486,47 38,47 38,94 5,73  427,56 b 99,78  
 Herbicida         
  H- 504,55 41,93 39,11 6,44  536,61  109,01  




Cuadro 2.3 Valores de probabilidad resultantes del análisis de varianza de la biomasa 
de soja y altamisa en floración (R1), biomasa y número de nódulos, biomasa y número 
de raíces de soja para los factores de densidad (D), carbón activado (C) y herbicida (H) 
durante el 2006 y 2007. 
 






Año Factor g.l. Valores de p del F-test  







aérea en R1 Biomasa Número Biomasa Número 
Biomasa  
aérea en R1 
2006 Bloque 2 0,32 0,47 0,92 0,82 0,97 0,60 
 D 3 0,36 0,35 0,66 0,54 0,77 0,01 
 Bloque x D 6 0,14 0,01 <0,01 <0,001 <0,001 0,04 
 C 1 0,78 0,15 0,29 <0,01 <0,001 0,21 
 H 1 0,01 0,29 0,97 0,94 0,84 <0,001 
 D x C 3 0,07 0,64 0,13 0,15 0,21 0,36 
 D x H 3 0,57 0,08 0,88 0,68 0,76 0,16 
 C x H 1 0,92 0,25 0,24 0,82 0,80 0,83 
 D x C x H 3 0,48 0,18 0,71 0,67 0,51 0,27 
 Error 22       
         
2007 D 3 0,97 0,85 <0,01 0,91 0,79 0,97 
 Repetición x D 8 0,41 0,42 0,82 <0,001 <0,001 0,41 
 C 1 0,77 0,12 0,65 0,07 0,01 0,77 
 H 1 0,31 0,29 0,51 0,98 0,62 0,31 
 D x C 3 0,64 0,91 0,03 0,78 0,72 0,64 
 D x H 3 0,63 0,95 0,53 0,44 0,37 0,63 
 C x H 1 0,05 0,17 0,26 0,65 0,83 0,05 
 D x C x H 3 0,54 0,65 0,56 0,20 0,26 0,54 













































Figura 2.2 Efecto de la densidad (D) y el carbón activado (con carbón, símbolos llenos 
y sin carbón símbolos vacíos) sobre el número de raíces (raíces m-3) en 2007. D, 
(soja/altamisa, plantas m-2); D1, 40/0 plantas m-2; D2, 40/2 plantas m-2; D3, 40/4 plantas 
m-2; D4, 40/8 plantas m-2. Las líneas verticales representan el error estándar. Las letras 
diferentes indican diferencias significativas entre las medias con y sin carbón según el 
Test de Tukey a un nivel de p<0,05. 
 
(c) Tamaño y número de nódulos: La relación entre la biomasa de nódulos y 
número de nódulos fue mayor en presencia de los aleloquímicos para ambos años de 
experimento, independientemente de la aplicación de herbicida (Fig. 2.3). La reducción 
de los aleloquímicos que ingresan al suelo a través de la aplicación de carbón activado 
afectó la nodulación, con un patrón diferente según el año. En el 2006 las raíces de la 
soja creciendo en las parcelas con carbón activado (C+), desarrollaron un mayor 
número y biomasa de nódulos en comparación con las parcelas sin carbón y con una 
menor biomasa específica de nódulos. Sin embargo, en el año 2007 el número de 
nódulos fue mayor en las parcelas con presencia de aleloquímicos en el suelo (C-), sin 
variaciones en la biomasa promedio (Cuadros 2.2 y 2.3) y biomasa específica de los 














Figura 2.3 Relación entre la biomasa (g m-3) y el número de nódulos (N m-3). El 
modelo potencial (Ecuación 1, Ŷijk=d Xij f) fue el que se ajustó para cada tratamiento de 
carbón (C-, C+) y herbicida (H-, H+). 
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Con carbónSin carbón Con carbónSin carbón
Y(C-)=0,031 X 0,81
R2=0,92; <0,0001
Y (C+)=0,018 X 0,90
R2=0,93; <0,0001
Y (C+) =0,034 X 0,77
R2=0,66; <0,0001


































































































































Figura 2.4 Efecto del carbón activado (sin carbón, barras blancas y con carbón, barras 
negras) sobre el biomasa específica de nódulos (mg unidad-1) en 2006 y 2007. Las 
barras representan las medias y las líneas verticales el error estándar de la media. Las 
letras indican diferencias significativas dentro de cada año, de acuerdo al test de Tukey 
al nivel de significancia de p<0,05.  
 
Las diferencias observadas en las distintas variables (i.e. biomasa aérea de soja y 
altamisa, biomasa y número de raíces y nódulos) entre los tratamientos de carbón 
cuando la soja y la altamisa crecen en las mezclas (D2, D3 y D4)  no pueden atribuirse a 
un efecto directo del carbón activado sino a diferencias en la mayor o menor presencia 
aleloquímicos en el suelo, ya que, como se comentó anteriormente no se observó un 
efecto del carbón activado sobre el crecimiento de soja y altamisa (Anexo 2.3).  
 
2.3.3 Respuesta del cultivo a la interferencia de altamisa a madurez (R8) 
La biomasa de soja a madurez no difirió significativamente entre los 
tratamientos para ninguno de los años (Cuadros 2.4 y 2.5). Sin embargo, el efecto de 
interferencia de altamisa sobre el rendimiento de soja fue diferente según el año. En el 
2006 el rendimiento de soja respondió al incremento de la densidad de altamisa en los 
tratamientos con carbón y herbicida como se observa en la triple interacción (DxCxH) 
(p=0,01; Cuadro 2.5). En los tratamientos sin herbicida, la presencia de altamisa en las 
mezclas con soja redujeron el rendimiento en grano, solo a altas densidades de altamisa 
(D4), y cuando se aplicó el carbón activado (Cuadro 2.5, Fig. 2.5). 
En el año 2007, no hubo un efecto combinado entre los tratamientos de 
densidad, carbón y herbicida sobre el rendimiento en grano (Cuadro 2.5). Sin embargo, 
las altas densidades de plantas de altamisa (8 plantas m-2) provocaron una disminución 





Cuadro 2.4 Biomasa aérea y rendimiento de soja y biomasa de altamisa según los 
factores de densidad (D), carbón activado (C) y herbicida (H) durante el 2006 y 2007. 
Valores medios en la madurez del cultivo (R8, Fehr y Caviness, 1977). 
 
Año Factor Nivel Soja Altamisa 
  
 






     (g m-2)  (g m-2)  (g m-2) 
2006 Densidad         
  D1 314,97 a 638,12  -  
  D2 331,57 a 682,38  143,69 a 
  D3 306,52 a 633,72  244,86 b 
  D4 264,90 b 573,36  287,66 c 
  D5 -  -  453,23 d 
 Carbón        
  C- 299,09  636,85  295,82  
  C+ 309,89  626,94  269,24  
 Herbicida        
  H- 294,22  607,27  507,75 a 
  H+ 314,76  656,52  46,94 b 
      
 
  
2007 Densidad        
  D1 237,91 ab 658,15    
  D2 269,04 a 666,37  47,71 a 
  D3 264,52 ab 657,40  98,24 a 
  D4 232,16 b 615,39  223,17 b 
  D5 -  -  563,74 c 
 Carbón        
  C- 254,52  656,03  245,32  
  C+ 247,29  642,63  221,11  
 Herbicida        
  H- 241,15  625,08  260,82 a 
  H+ 260,66  673,58  205,61 b 
 
La interacción D x H de la biomasa de altamisa en R8 de ambos años se muestra en la Fig. 2.6. 
La interacción D x C x H del rendimiento de soja en el año 2006 se muestra en la Fig. 2.5. Los 
datos fueron transformados en base logarítmica y luego retransformados en su escala original. 
Dentro de cada columna, las medias seguidas por una letra diferente indican diferencias 











Cuadro 2.5 Valores de probabilidad resultantes del análisis de varianza del rendimiento 
y biomasa de soja y biomasa de altamisa a la madurez de soja (R8) de los tratamientos 





























g.l., grados de libertad. Los números en negrita indican diferencias significativas al nivel de 
p<0,05 del F-test. 
 
 
Año Factor g.l. Valores de p del F-test 
   
Soja Altamisa 
2006   
Rendimiento  Biomasa 
aérea en R8 
Biomasa 
aérea en R8 
 Bloque  2 0,62 0,95 0,62 
 D 3 <0,01 0,34 <0,001 
 Bloque  x D 6 0,09 0,09 0,81 
 C 1 0,48 0,71 0,68 
 H 1 0,10 0,07 <0,001 
 D x C 3 0,39 0,45 0,48 
 D x H 3 0,58 0,51 <0,001 
 C x H 1 0,62 0,21 0,79 
 D x C x H 3 0,01 0,33 0,43 
 Error 22    
2007      
 D 3 0,02 0,08 <0,01 
 Repetición x D 8 0,97 0,98 0,06 
 C 1 0,69 0,69 0,11 
 H 1 0,28 0,18 <0,01 
 D x C 3 0,98 0,85 0,36 
 D x H 3 0,85 0,69 0,03 
 C x H 1 0,77 0,78 0,65 
 D x C x H 3 0,77 0,92 0,48 











































Sin carbón Con carbón
Figura 2.5 Efecto de la densidad (D), el herbicida (sin y con aplicación) y el carbón 
activado (sin, barras blancas y con, barras negras) sobre el rendimiento de soja (g m-2) 
en el 2006. Las líneas verticales representan los desvíos estándares. Las letras indican 
diferencias significativas de acuerdo al test de Tukey al nivel de significancia de 
p<0,05. F-test significativo al nivel de p<0,05. 
 
En altamisa la diferencia entre densidades estuvo condicionada al nivel del 
herbicida en ambos años (pDxH<0,001 en 2006 y pDxH=0,03, en el 2007). 
En el año 2006, la biomasa de altamisa se incrementó con el aumento de la 
densidad y fue significativamente reducida con la aplicación de herbicida (Fig. 2.6). En 
el nivel D5 (con 8 plantas m-2 de altamisa, estand puro) y sin aplicación de herbicida, la 
producción de biomasa fue de 763 g m-2, mas del doble que en las mezclas (D2, 282 g 
m-2). El herbicida redujo la biomasa de altamisa en todos los niveles de densidad. En los 
tratamientos con herbicida, hubo un aumento significativo de la biomasa de altamisa 
desde bajas densidades (D2, 4 g m-2) a altas densidades (D4, 25 g m-2) y ese aumento 
fue superior cuando se eliminó la interferencia de la soja (D5, 143 g m-2, Fig. 2.6). En el 
2007 y sin herbicida, la biomasa de altamisa se incrementó con el aumento de la 
densidad al comparar D2 (52 g m-2) con los niveles D4 (302 g m-2) y D5 (534 g m-2), 
pero no hubo diferencias significativas entre estos dos niveles de densidad. Las 
diferencias observadas en el tratamiento con herbicida se debieron a que en ausencia de 
la soja (D5, 592 g m-2) y a pesar de la aplicación de herbicida, la maleza produjo 
aproximadamente cinco veces más de biomasa en relación a las mezclas (D2, 43 g m-2; 



















































Sin herbicida Con herbicida
Figura 2.6 Efecto de la densidad (D) y el herbicida (sin y con aplicación) sobre la 
biomasa de altamisa (g m-2) a R8 del cultivo (madurez fisiológica, Fehr y Cavinnes, 
1977). D, (soja/altamisa, plantas m-2); D1, 40/0 plantas m-2; D2, 40/2 plantas m-2; D3, 
40/4 plantas m-2; D4, 40/8 plantas m-2 y D5, 0/8 plantas m-2). Los símbolos representan 
las medias y las líneas verticales el error estándar de la media. Las letras indican 
diferencias significativas de acuerdo al test de Tukey al nivel de significancia de 
p<0,05. F-test significativo al nivel de p<0,05. *Indica diferencias no significativas para 
un mismo nivel de densidad pero diferente nivel de herbicida. 
 
El análisis de regresión mostró que el rendimiento relativo de soja disminuyó 
con el incremento de la biomasa relativa de altamisa (Cuadro 2.6). Esta reducción fue 
particularmente drástica cuando la alelopatía fue reducida por la aplicación del carbón y 
sin la aplicación del herbicida (Fig. 2.7 a). El modelo hiperbólico fue el que mejor se 
ajustó a la respuesta en los tratamientos con carbón y sin aplicación de herbicida 
(p=0,01, R2ajustado=0,73, Cuadro 2.6). Es decir, el rendimiento en grano se redujo ante 
aumentos en la biomasa de altamisa desde 266 a 535 g m-2 (0,34 y 0,69 de biomasa 
relativa, respectivamente, Cuadro 2.7) en el 2006, y desde 127 a 256 g m-2 (0,23 y 0,62 
biomasa relativa, respectivamente, Cuadro 2.7) en el 2007. Con altas densidades de 
altamisa (8 plantas m-2), se observaron pérdidas del rendimiento de soja del 33 % (0,67 
RR) en el 2006 y el 17 % (0,83 RR) en el 2007. En contraste, sin carbón (alto nivel de 
alelopatía), el rendimiento en grano se mantuvo estable dentro del rango de densidades 
de altamisa exploradas, a pesar de que a altas densidades (D4), el tamaño de las plantas 













Cuadro 2.6 Parámetros obtenidos del modelo hiperbólico (Ecuación 2) que describe la 
relación entre el RR de soja y la BR de altamisa en madurez fisiológica (R8) del cultivo 
en los tratamientos con carbón y sin herbicida. Los valores entre paréntesis denotan el 
error estándar; pmodel=es la probabilidad del modelo y g.l. los grados de libertad. 
 
 Parámetros de regresion (±SE)     
Tratamiento a  b c RMSE1   R2ajustado p g.l. 
 (g m-2) (g m-2) (g m-2) (g m-2) 
   
RR  -0,77 (0,06) 1,07 (0,05) -0,73 (0,04) 0,13 0,73  0,01 7 
Modelo hiperbólico: Ŷijk = (a + b *Xij)/ (c * Xij), Ecuación 2. 
1RMSE: raíz del error cuadrático medio. 
 
El rendimiento en grano fue mayor en el tratamiento D2 (baja densidad de 
altamisa) que en los stands puros (D1) para todos los tratamientos de carbón y herbicida 
(e.g. en C- y H-, el rendimiento se incrementó hasta un 13 % en el año 2007), excepto 
para los tratamientos sin carbón y sin aplicación de herbicida en el 2006 (Cuadros 2.7 y 
2.8). En el tratamiento con herbicida, el rendimiento de soja se mantuvo estable ante 
incrementos en la biomasa de altamisa (Fig. 2.7 b) y la biomasa de altamisa fue más 
baja con la aplicación de herbicida en ambos años (Fig. 2.6), sugiriendo que el nivel de 
competencia de altamisa sobre el cultivo de soja fue menor en los tratamientos H+ que 

















Figura 2.7 Rendimiento relativo de soja (RR, g m-2/gm-2) en función de la biomasa 
relativa de altamisa (BR, g m-2/gm-2) en R8 del cultivo, sin (símbolos vacíos) y con 
(símbolos llenos) carbón activado, sin aplicación de herbicida (a) y con aplicación (b) 
durante el 2006 y 2007. Los símbolos representan las medias de los tratamientos y las 
líneas verticales el error estándar de la media. En (a), la línea representa el modelo 
hiperbólico (Ec. 1). Rendimiento relativo de soja=1 representa el rendimiento en la 
parcela control de soja (D1): 306 y 317 g m-2 en los tratamientos sin y con carbón en 
2006 y 228 y 237 g m-2 en 2007, respectivamente. La biomasa relativa de altamisa =1 
representa la biomasa en las parcelas control de altamisa (D5): 746 y 779 g m-2 en el 
tratamiento C- y C+, respectivamente en el 2006 y 525 y 544 g m-2 para el 2007.  
 
Biomasa relativa de altamisa (relativa al control)
























































La biomasa de altamisa en los tratamientos sin y con carbón activado fue de 
746 y 779 g m-2 en el 2006, respectivamente y 525 y 544 g m-2 para el 2007. En (b) el 
rendimiento de soja en D1 fue 337 y 299 g m-2 en 2006 y 252 y 223 g m-2 en 2007 en los 
tratamientos sin y con carbón, respectivamente. La biomasa de altamisa en las parcelas 
control fue de 143 y 607 g m-2 en 2006, y 577 y 143 g m-2 en 2007, en los tratamientos 






Cuadro 2.7 Valores medios, errores estándares y valores relativos del rendimiento de soja y biomasa de altamisa a madurez en los tratamientos 































D, (soja/altamisa, plantas m-2); D1, 40/0 plantas m2; D2, 40/2 plantas m-2; D3, 40/4 plantas m-2; D4, 40/8 plantas m-2; D5, 0/8 plantas m-2.  
a RR, el rendimiento relativo de soja se calculó dividiendo el rendimiento obtenido en cada subparcela por el rendimiento control de cada tratamiento según el año. 
b BR, la biomasa relativa de altamisa se calculó dividiendo la biomasa obtenida en cada subparcela por la biomasa control de cada tratamiento según el año. 
Sin herbicida 
Sin carbón Con carbón 





RR a Biomasa (ES) BRb Rendimiento 
(ES) 
RR a Biomasa (ES) BRb 
Año 
 
(g m-2) (g m
-2/ 









(g m-2) (g m
-2/ 
g m-2) 
2006 D1 306,50 (13,43) 1,00 0 0 0 317,04 (34,41) 1,00 0 0 0 
 
D2 277,62 (3,64) 0,91 175,78 (56,64) 0,24 354,49 (23,54) 1,12 390,14 (239,00) 0,50 
 
D3 289,76 (39,39) 0,95 691,55 (306,11) 0,93 320,77 (24,15) 1,01 266,69 (79,04) 0,34 
 
D4 275,25 (33,91) 0,90 476,50 (119,25) 0,64 212,30 (7,56) 0,67 535,26 (6,39) 0,69 
 
D5 0 0   0 746,22 (141,43) 1,00 0 0 0 779,89 (40,43) 1,00 
2007 D1 228,13 (17,39)  1,00 0 0 0 237,40 (2,53) 1,00 0 0 0 
 
D2 258,50 (9,38) 1,13 61,34 (24,70) 0,12 258,24 (28,69) 1,09 42,96 (14,40) 0,08 
 D3 274,67 (26,12) 1,20 179,52 (38,92) 0,34 246,93 (10,53) 1,04 127,02 (48,01) 0,23 
 D4 228,95 (8,67) 1,00 349,00 (160,37) 0,66 196,37 (8,55) 0,83 256,82 (160,32) 0,62 




Cadro 2.8 Valores medios, errores estándares y valores relativos del rendimiento de soja y biomasa de altamisa a madurez en loa tratamientos de 




























D, (soja/altamisa, plantas m-2); D1, 40/0 plantas m2; D2, 40/2 plantas m-2; D3, 40/4 plantas m-2; D4, 40/8 plantas m-2; D5, 0/8 plantas m-2.  
a RR, el rendimiento relativo de soja se calculó dividiendo el rendimiento obtenido en cada subparcela por el rendimiento control de cada tratamiento según el año. 
b BR, la biomasa relativa de altamisa se calculó dividiendo la biomasa obtenida en cada subparcela por la biomasa control de cada tratamiento según el año. 
Con Herbicida  
Sin carbón Con carbón 
Nivel 
de D 
Soja Altamisa Soja Altamisa 
 
Rendimiento (ES) RRa Biomasa (ES) BRb Rendimiento (ES) RRa Biomasa (ES) BRb 
Año 
 
(g m-2) (g m
-2/ 
g m-2) (g m
-2) (g m
-2/ 
g m-2) (g m
-2) (g m
-2/ 




2006 D1 337,09 (38,62) 1,00 0 0 0 299,24 (23,50) 1,00 0 0 0 
 D2 346,30 (45,21) 1,13 4,02 (0,50) 0,03 347,87 (14,02) 1,13 4,82 (1,83) 0,03 
 D3 299,73 (35,21) 0,98 10,31 (1,59) 0,07 315,81 (15,24) 1,03 10,91 (3,71) 0,08 
 D4 260,50 (11,17) 0,85 30,36 (7,88) 0,21 311,57 (12,29) 1,02 22,75 (5,66) 0,16 
 D5 0 0 0 143,30 (31,78) 1,00 0 0 0 607,44 (90,65) 1,00 
2007 D1 252,49 (52,47) 1,00 0 0 0 233,60 (36,37) 1,00 0 0 0 
 
D2 285,00 (20,22) 1,13 64,73 (0,14) 0,11 274,41 (15,29) 1,17 21,81 (9,64) 0,03 
 
D3 258,09 (34,72) 1,02 60,54 (28,18) 0,10 278,37 (19,47) 1,19 25,87 (12,58) 0,04 
 
D4 250,33 (20,76) 0,99 144,48 (94,21) 0,25 252,99 (14,13) 1,08 142,37 (19,57) 0,23 
 
D5 0 0 0 577,60 (90,17) 1,00 0 0 0 143,49 (35,82) 1,00 
 2.4 DISCUSIÓN 
 
En este capítulo se evaluó el efecto de distintas prácticas agrícolas (herbicida y 
densidad) y de la acumulación de terpenos al medio edáfico por parte de Artemisia 
annua sobre la nodulación, el crecimiento y el rendimiento en el cultivo de soja. Los 
resultados mostraron que el incremento de la densidad de plantas de altamisa trajo 
aparejado una disminución en el rendimiento de soja. Sin embargo, no se observó una 
respuesta denso-dependiente en el rendimiento y el tamaño de los nódulos fue mayor, en 
presencia de los aleloquímicos provenientes de altamisa. Con la aplicación del 
herbicida, el rendimiento de soja para ambos tratamientos de carbón activado, 
permaneció estable ante incrementos en la biomasa de altamisa.  
Estos resultados demuestran que cuando la alelopatía y la competencia 
actuaron simultáneamente (Inderjit y del Moral, 1997), el rendimiento de soja no se vio 
afectado por la presencia de altamisa en el rango de densidades cultivo-maleza 
estudiado, a pesar de que las plantas de altamisa a altas densidades (D4) fueron lo 
suficientemente grandes como para generar competencia. Por otra parte, cuando el 
cultivo de soja estuvo acompañado de altamisa en su máxima densidad y sin carbón, se 
observó un efecto positivo sobre el número de raíces de soja en 2007 y sobre la biomasa 
específica de nódulos en 2006. Este efecto positivo de altamisa, coincide con los 
resultados de Delabays et al. (2008), quienes reportaron un efecto de estimulación sobre 
el crecimiento radical en Solanum tuberosum L. cuando se incorporó al medio de 
cultivo lixiviados provenientes de altamisa.  
Los tratamientos de densidad y herbicida impuestos en ambos experimentos, 
tuvieron por objetivo generar variabilidad en el grado de interferencia entre el cultivo y 
y la maleza, resultando en un amplio rango de variación de la biomasa de altamisa. La 
metodología implementada en estos experimentos incluyó la manipulación de la 
densidad a través del agregado de plantas de altamisa en un cultivo de soja y la 
reducción del crecimiento de altamisa sin variaciones en la densidad mediante la 
aplicación de glifosato en dosis sub-letales. Sin embargo, no hubo diferencias entre 
tratamientos en la biomasa aérea de soja y el número y la biomasa de raíces de soja en el 
estado de floración (R1). Sólo en 2006 y con herbicida, donde la biomasa de altamisa en 
las mezclas fue drásticamente reducida, se produjo un incremento en la biomasa aérea 
de soja. Esta baja respuesta a los tratamientos fue encontrada también en estado de R8, 
en la madurez de soja, donde no se afectó la producción de biomasa de soja ante 
variaciones en la densidad y biomasa de altamisa.  
Por otro lado, el rendimiento se redujo con la densidad de 8 plantas m-2 de 
altamisa y la reducción de la biomasa de altamisa por efecto del glifosato produjo un 
apreciable incremento en el rendimiento de soja. En el 2006, hubo una interacción triple 
indicando que el rendimiento de soja no sólo fue afectado por la densidad o biomasa de 
altamisa y por el herbicida, sino también por los aleloquímicos presentes en el ambiente 
edáfico. En el nivel D4 de densidad, el rendimiento en grano se redujo solo si el carbón 
fue aplicado en el suelo, sugiriendo que la interferencia de la maleza (i.e. competencia) 
se redujo cuando los aleloquímicos estaban presentes en el suelo. Estas aseveraciones 
son sustentadas sobre la base de dos años de experimentos realizados a campo, que 
incluyeron el uso del carbón activado con el objetivo de adsorber y reducir el pasaje de 
los aleloquímicos desde la parte aérea de altamisa hacia el suelo.  
Los resultados obtenidos pueden tener distintas causas posibles, aquellas 
asociadas a la metodología implementada, i.e. efecto directo del carbón activado, o 




En relación con la metodología implementada, es importante considerar que a pesar de 
que el carbón activado es considerado una herramienta efectiva para el estudio de la 
alelopatía en condiciones de campo (Inderjit y Callaway, 2003), existen  trabajos 
previos que sugieren que el carbón activado interfiere con los efectos de la competencia 
y alelopatía. Por ejemplo se observó un incremento en la biomasa de las plantas de 
Festuca campestris Rydb., Poa compressa L. y Bromus tectorum L. incluso en ausencia 
de compuestos potencialmente alelopáticos (Lau et al., 2008). Por el contrario, Wurst y 
Van Beersum (2009) encontraron un efecto negativo directo del carbón activado sobre 
el crecimiento, la nodulación y la floración de Lotus corniculatus L., especie 
leguminosa. Asimismo, trabajos realizados por Wurst et al. (2010) demuestran que la 
presencia de carbón activado afectó negativamente la biomasa radical en Lupinus 
polyphyllus Lindl. y la biomasa aérea y radical de Plantago lanceolada L., siendo que 
ambos efectos estuvieron presentes en ausencia de otras especies competidoras. Por el 
contrario, en los experimentos que se describen en este capítulo se comprobó 
experimentalmente que el uso de una capa fina de carbón activado es una herramienta 
efectiva para capturar los aleloquímicos provenientes de la maleza sin un efecto directo 
cuantificable sobre el crecimiento del cultivo o la maleza. Esta aseveración surge luego 
de evaluar que la cantidad de carbón utilizada y su forma de aplicación no afectaron 
directamente la biomasa y rendimiento del cultivo de soja y la biomasa de altamisa en 
ambos periodos ontogénicos (R1 y R8). Estos resultados sugieren que las diferencias 
encontradas entre los tratamientos de carbón estuvieron relacionadas a la presencia de 
los aleloquímicos en el suelo y no directamente a la presencia o fitotoxicidad del carbón 
activado.  
Las diferencias encontradas entre estos trabajos y el presente estudio, podrían 
estar relacionadas a la escala de observación (planta vs cultivo), a la cantidad de carbón 
activado utilizado (10 g maceta-1 vs 500 g m-2), a la forma de aplicación (mezcla del 
carbón activado con la tierra vs aplicación subsuperficial de una capa fina de carbón) y 
la interacción carbón-raíces (contacto de las raíces en toda la matriz del suelo vs baja o 
nula interacción del carbón con las raíces).  
El RR de soja mostró una relación densodependiente a la BR de altamisa 
(densidad de maleza) observándose una respuesta hiperbólica cuando la alelopatía se 
redujo (con carbón activado). Estos resultados están de acuerdo con los obtenidos por 
diferentes autores (Oreja y Gonzalez-Andújar, 2007; Ryan et al., 2009) quienes 
demuestran que el modelo hiperbólico es uno de los mas adecuados para describir la 
pérdida de rendimiento en experimentos aditivos. Sin embargo, otros experimentos 
conducidos en maceta demuestran que la biomasa de soja disminuye a medida que se 
incrementa la dosis de residuos de hoja de A. annua en el suelo, siguiendo un modelo 
exponencial (Lydon et al., 1997). Del mismo modo, el crecimiento de especies 
leguminosas (i.e. capiquí y poroto) se redujo ante el incremento de residuos 
provenientes de Chenopodium murale (Batish et al., 2007). Estos trabajos demuestran la 
ocurrencia de la alelopatía como una mecanismo de interacción bajo condiciones 
controladas, pero estas respuestas pueden variar en condiciones menos controladas y en 
sistemas complejos como los agroecosistemas (Ridenour y Callaway, 2001).  
Por lo expuesto, la estabilidad del rendimiento de soja, involucraría 
interacciones positivas e indirectas entre los aleloquímicos de altamisa y los 
microorganismos del suelo, como B. japonicum, generando en ocasiones cambios 
positivos en la nodulación de soja. De esta manera, los efectos positivos y negativos 
pueden ocurrir simultáneamente cuando las especies interactúan (Callaway, 1994) y el 




(Callaway, 1995). El efecto directo de la alelopatía sobre nutrición de la planta a través 
de la nodulación (i.e. peso de nódulos o la fijación), podría ser tan importante como los 
efectos indirectos sobre el ciclo del nitrógeno a través del efecto de los aleloquímicos en 
el ambiente edáfico donde crecen los microorganismos (Blanco, 2007). Estas 
consecuencias podrían ser mucho más diversas que las asumidas previamente, ya que 
involucrarían la existencia de efectos de estimulación en condiciones regulares a campo. 
Mas allá de esto, el balance entre los efectos de estimulación y de inhibición dependerán 
de la densidad de ambas especies y de la concentración de aleloquímicos en el suelo 
(Sinkkonen, 2001). Por lo expuesto, la estabilidad en el rendimiento de la soja a medida 
que se incrementa la densidad de altamisa podría deberse, principalmente, a un efecto 
indirecto de mayor disponibilidad de N fijado simbióticamente en presencia de 
aleloquímicos. Esto puede asumirse, por un lado, a partir de la mayor relación positiva 
hallada entre la biomasa  y el número de nódulos en presencia de los aleloquímicos para 
ambos años, y por el otro, a la mayor biomasa específica de los nódulos en los 
tratamientos sin carbón en el 2006 o al mayor número de nódulos en el 2007.  
La mayor biomasa específica de nódulos estuvo asociada con nódulos 
localizados en las raíces primarias, los cuales generalmente fijan más nitrógeno 
(Toniutti et al., 2004). En 2007, el mayor número de raíces en D4 contribuyó a 
incrementar la biomasa de nódulos en las parcelas sin carbón (750 g m-3) en relación a 
los tratamientos de carbón (287 g m-3). Estos resultados se contraponen con estudios 
previos que demuestran una reducción tanto del crecimiento como de la nodulación 
cuando se incorporan al suelo aleloquímicos provenientes de los residuos de plantas 
(Wardle et al., 1994; Batish et al., 2007). Las diferencias encontradas entre el presente 
estudio y los trabajos mencionados, podrían deberse al tipo de aleloquímicos 
involucrados (terpenoides vs ácidos fenólicos), la fuente de aleloquímicos (lixiviación 
de las plantas vs residuos incorporados al suelo) o los procesos de nodulación evaluados 
(peso de nódulos vs contenido de leghemoglobina). Por lo tanto, la mera presencia de 
los aleloquímicos en la planta no es suficiente evidencia de la interacción directa 
cultivo-maleza alelopática. Estas respuestas en el crecimiento y la nodulación 
observados podrían deberse a la influencia de estos compuestos en los procesos 
ecológicos del suelo más que al efecto directo sobre las plantas receptoras (Inderjit y 
Weiner, 2001). Por otro lado, el agregado de material vegetal al suelo puede afectar la 
movilización de nutrientes (Inderjit, 2005), el pH y el potencial osmótico del suelo 
(Wardle et al., 1992), y la actividad microbiana (Kaur et al., 2009). 
Es destacable que cuando se aplicó una dosis subletal de herbicida, imitando la 
deriva en condiciones de campo, el rendimiento relativo de soja permaneció estable a 
medida que se incrementó la biomasa relativa de altamisa, pero a altas densidades de la 
maleza (D4), el rendimiento relativo (RR) de soja tendió a decrecer en los tratamientos 
sin carbón (el rendimiento se redujo en un 15 %, en 2006). Estos resultados sugieren 
que el efecto positivo de los aleloquímicos sobre la nodulación fue anulado por el efecto 
del herbicida, disminuyendo el RR de soja (a alta BR de altamisa). Esto hace suponer 
que el herbicida reduce la producción de aleloquímicos de altamisa o que afecta 
directamente la fijación biológica. Trabajos previos que encontraron efectos negativos 
de glifosato sobre las bacterias fijadoras (B. japonicum) apoyarían esta última idea 
(Zablotowicz y Reddy, 2004). 
Existen diferentes trabajos que estudian las interferencias entre un cultivo y sus 
malezas, entre ellas altamisa (Lydon et al., 1997) y otras especies alelopáticas (Batish et 
al., 2007) bajo condiciones de laboratorio o en invernáculo (Inderjit et al., 2001; Inderjit 




de la competencia y la alelopatía bajo condiciones de campo (Nilsson, 1994; Inderjit et 
al., 2001) donde una o ambas interferencias competitivas y alelopáticas podrían 
enmascarar el efecto de la otra. En base a este conocimiento, este es el primer trabajo 
que muestra el efecto de una maleza alelopática como altamisa coexistiendo con un 
cultivo de soja y expuesto a variaciones espacio-temporales de la biomasa de la maleza 
y a dosis subletales de glifosato. El presente estudio evidencia que el uso de 
experimentos aditivos y de carbón activado con objeto de manipular el efecto químico 
de la maleza con una aproximación agroecológica fue una herramienta efectiva para 
estudiar la competencia y la alelopatía. Las variaciones bióticas y abióticas del suelo 
condicionan los efectos químicos del mismo, y pueden actuar tanto de “buffer” como de 
catalizador de los procesos químicos (Inderjit y Callaway, 2003). Por lo tanto, los 
procesos físicos, químicos y biológicos del ambiente del suelo, interactúan con los 
aleloquímicos del medio edáfico (Inderjit et al., 2001) y producen los efectos 
contrastantes sobre la nodulación del cultivo y su respuesta en el RR de soja. 
En el presente capítulo se estudió la respuesta del cultivo de soja medida a 
través del crecimiento, nodulación y rendimiento cuando crece en combinación con 
densidades crecientes de la maleza alelopática, altamisa, y ante el agregado del 
herbicida glifosato al ambiente. Cabe preguntarse de que manera la densidad y la dosis 
subletal de glifosato afectó la producción de estos compuestos alelopáticos volátiles y 
no volátiles en la maleza y su acumulación en el suelo. Por consiguiente, en el  próximo 
capítulo se estudiarán tanto la producción como la calidad (composición) de los 
compuestos alelopáticos de altamisa y su acumulación en el suelo y el impacto de estos 
aleloquímicos en el cultivo. 
 
2.5 CONCLUSIONES 
Los resultados del presente capítulo permiten extraer las siguientes 
conclusiones: 
El incremento de la densidad de altamisa dentro del rango estudiado no reduce 
la biomasa aérea del cultivo en R1, pero sí modifica el número de nódulos y el 
rendimiento en grano de la soja dependiendo del tratamiento de carbón o herbicida.  
El RR de soja disminuyó a medida que se incrementó la BR de la maleza. Esta 
reducción fue particularmente drástica cuando se redujo la alelopatía, a través de la 
aplicación del carbón activado, y sin la aplicación del herbicida. Por el contrario, sin el 
agregado del carbón activado (en presencia de aleloquímicos de altamisa en el suelo) el 
rendimiento de soja permaneció estable dentro del rango de densidades exploradas, a 
pesar de que la biomasa de la maleza a altas densidades (D4) fue lo suficientemente 
grande para generar competencia con el cultivo. 
La falta de respuesta ante el incremento de la densidad de altamisa podría estar 
relacionada con un efecto indirecto de los aleloquímicos interactuando con los 
microorganismos del suelo (i.e. B. japonicum) y que afectan positivamente la 
nodulación (la biomasa específica de nódulos fue mayor en el 2006 y a altas densidades, 
se incrementó la biomasa de nódulos al aumentar el número de raíces en el año 2007).  
En resumen, los resultados de capítulo proveen por un lado, una sólida 
evidencia del efecto alelopático positivo y el de competencia generados entre altamisa y 
el cultivo de soja en condiciones de campo, y por otro lado, la aplicación del herbicida 
glifosato y en dosis subletales, podría eliminar este efecto. 
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Las plantas del género Artemisia tienen un sabor y aroma característico, y 
poseen propiedades botánicas y farmacéuticas de interés (Kordali et al., 2006). La 
altamisa (Artemisia annua), es por una parte considerada una maleza en varios países, 
e.g. Bulgaria, Rumania, Turquía, Argentina, Italia, Francia y España, no solo por su 
interacción competitiva sino que además por su acción contaminante de cosechas y 
forrajes ya que, por ejemplo, le confiere un sabor característico a la leche de los 
animales tambo que la ingieren. Por otra parte, dado su valor medicinal e industrial se la 
cultiva en Hungría, Yugoslavia y China (Klayman, 1993), y ha sido introducida 
experimentalmente en India (Singh et al., 1988), Tailandia, Malasia, USA, Brasil, Suiza 
y Finlandia (Laughlin et al., 2002). El interés medicinal de altamisa se debe a la 
presencia del metabolito secundario no volátil, artemisinina, (endoperóxido 
sesquiterpeno lactona) (Fig. 3.1) con actividad antimalárica (Meshnick et al., 1996) y 
anti cancerígena (Singh et al., 2001), relacionadas al grupo peróxido del sesquiterpeno 
lactona. A. annua, es también cultivada industrialmente por su aceite esencial, 
(compuestos volátiles, en su mayoría, mono y sesquiterpenos), que se utilizan en la 
perfumería, cosmética y aromaterapia (Malik et al., 2012). Asimismo, estos metabolitos 
tienen propiedades antimicóticas (Shuhua et al., 2002) y antimicrobianas (Verdian-rizi 
et al., 2008). 
Existe una amplia variabilidad en el contenido y composición del aceite esencial 
de altamisa, provenientes de hojas e inflorescencias, según el genotipo, el origen 
geográfico de procedencia y el estado ontogénico de las plantas (Verma et al., 2011; 
Lenardis et al., 2011). La concentración (%, relación volumen/peso) puede variar entre 
0,04 a 1,9 % (Bagchi et al., 2003) y la composición entre 36 (Tzenkova et al., 2010) y 
113 compuestos (Cavar et al., 2012). De Magalhães et al. (2004) identificaron como 
componentes mayoritarios de la esencia al 1,8 cineol y el alcanfor, Brown (2010) 
destaca a la artemisia cetona y al germacreno D y Ma et al. (2007) al borneol, (Z)-β-










Figura 3.1 Estructura molecular de la artemisinina (sesquiterpeno lactona, no volátil) y 
de los compuestos mayoritarios del aceite esencial de altamisa: 1,8 cineol, alcanfor, 
artemisia cetona y germacreno D. 
 
Al igual que el aceite esencial, el contenido de artemisinina (compuesto no 
volátil, Fig. 3.1) varía en función del genotipo (Ferreira et al., 2005), del ambiente y del 
estado ontogénico de la planta (Gupta et al., 2002). El porcentaje de este compuesto en 
la biomasa aérea de plantas en floración oscila entre 0,01 y 1 % (Gupta et al., 2002, 
Kumar et al., 2004) o 1,4 % (Delabays et al., 2001), acumulándose cerca del 89 % del 










muy baja (8%, Gupta et al., 2002) o nula (Charles et al., 1990; Kumar et al., 2004) su 
cantidad en las raíces y baja cantidad en las ramas (Ferreira et al., 1995). 
La liberación y lixiviación de los aleloquímicos hacia el suelo provienen no solo 
de las plantas vivas sino además de los órganos caídos (e.g. hojas, tallos, flores) luego 
de completar su ciclo de vida (Rice, 1984). Existen factores del ambiente (e.g. viento y 
las precipitaciones) y de estrés (biótico y abiótico), que actúan aumentando la síntesis y 
la lixiviación de aleloquímicos provenientes de los órganos aéreos (Inderjit et al., 2005).  
Los factores de estrés biótico (e.g. densidad) y abiótico (e.g. herbicida) (De 
Moraes et al., 2004), pueden incrementar la producción de los aleloquímicos en la 
planta, como así también su liberación al ambiente. Altamisa, al igual que otras plantas, 
posee la capacidad de desprender sus hojas basales cuando se encuentra creciendo a alta 
densidad (competencia intraespecífica) o compitiendo con otras especies vegetales 
como la soja (competencia interespecífica) (observación personal). Estudios del efecto 
inhibitorio de los aleloquímicos sobre el crecimiento de las  plantas de soja, muestran 
que el crecimiento y el rendimiento son afectados cuando se incorporan al suelo, hojas e 
inflorescencias provenientes de altamisa (Lydon et al., 1997). Asimismo se ha 
demostrado que estos efectos se magnifican cuando se produce la acción conjunta de la 
artemisinina con otros metabolitos secundarios prevenientes de las hojas de altamisa 
(Lydon et al., 1997), en comparación a ensayos donde se evalúan los compuestos por 
separado (Delabays et al., 2008). 
En un cultivo, es de esperar que ante un mayor número de plantas de malezas 
por unidad de superficie se incremente la competencia interespecífica (Frappell, 1979). 
Cambios en el ambiente físico de las plantas generados por el estrés, frecuentemente 
tienen un efecto marcado sobre la asignación de recursos a los diferentes destinos 
(Waring y Pitman, 1985; Lambers et al., 1988). Herms y Mattson (1992) postularon que 
ante restricciones de recursos, la tasa de crecimiento resulta más afectada que la tasa de 
fotosíntesis, en consecuencia el excedente de fotoasimilados promueve el incremento en 
la producción de metabolitos secundarios (i.e. aceite esencial y artemisinina). Por lo 
cual la concentración y la composición de estos compuestos podrían verse afectadas 
(Gershenzon y Croteau, 1991). 
El glifosato, el herbicida más ampliamente utilizado para el control de malezas 
(Duke y Powles, 2009) en soja transgénica, es generalmente considerado un 
agroquímico con bajo impacto ambiental. Muchos de los estudios sobre el efecto del 
glifosato sobre la comunidad de microorganismos del suelo demuestran no tener efecto 
alguno (Santos y Flores, 1995; Weaver et al., 2007), sin embargo, otros estudios 
demuestran que las aplicaciones de este herbicida pueden reducir (Eberbach y Douglas, 
1989) o promover la nodulación o la formación de micorrizas (Weidenhamer y 
Callaway, 2010) según las dosis y las especies testeadas. La deriva de herbicidas, ya sea 
en zonas tratadas o no tratadas, pueden afectar el crecimiento de las plantas susceptibles 
y de esta manera, actuar incrementado significativamente la producción de metabolitos 
secundarios en los tejidos cuando las plantas son expuestas a bajas dosis de herbicida. 
Por ejemplo, dosis subletales de herbicidas, diclorometil (Vila-Aiub y Ghersa, 2005) y 
glifosato (Weidenhamer y Callaway, 2010), pueden aumentar la producción de 
aleloquímicos en la planta. De esta manera, los aleloquímicos liberados por las malezas 
juegan un rol importante en la química del suelo, afectando las interacciones cultivo-
maleza (Delabays et al., 2008) y cultivo-microorganismo (B. japonicum) (Rice y 
Pancholy, 1974). 
A pesar de que la biosíntesis de metabolitos secundarios (artemisinina, 




décadas, su regulación y acumulación en las plantas ante eventos de estrés continúan 
siendo pobremente estudiados (Singh et al., 2009; Marchese et al., 2010). 
Los objetivos de este capítulo son evaluar el efecto de la densidad de plantas de 
altamisa y de dosis subletales de herbicida sobre (i) el crecimiento de la biomasa de 
hojas e inflorescencias de altamisa (ii) la producción y acumulación de los 
aleloquímicos (aceite esencial y artemisinina) en la biomasa de hojas e inflorescencias 
de altamisa (iii) la composición del aceite esencial y (iv) la acumulación de artemisinina 
en el medio edáfico y su relación con la producción de soja.  
 
3.2 MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Para cumplir con los objetivos se utilizaron los experimentos en condiciones de 
campo (Exp. 1 y 2) descriptos previamente en el capítulo 2. 
 
3.2.1 Determinaciones de biomasa 
En la floración del cultivo de soja (R1, Fehr y Caviness, 1977) se determinó el 
peso específico de los nódulos y en madurez fisiológica de soja (R8, Fehr y Caviness, 
1977), se determinó el rendimiento en grano (peso). Ambas metodologías de 
determinación se detallaron en el capítulo 2. 
Paralelamente en R8 de soja, se cosecharon 5 plantas de altamisa en cada unidad 
experimental. Este momento de cosecha de las plantas de altamisa se decidió 
considerando por un lado el momento del máximo peso de grano de la soja y por el otro, 
el momento óptimo (tamaño y ontogenia: floración) para la determinación del aceite 
esencial de la biomasa aérea de la maleza. La parte aérea de las plantas de altamisa se 
cortó a dos centímetros del suelo y se separaron las hojas e inflorescencias de los tallos. 
Posteriormente, el material verde fresco de hojas e inflorescencias de cada unidad 
experimental se pesó. Una submuestra del conjunto de hojas e inflorescencias y el total 
de tallos se secó en forma separada en estufa a 68 ºC hasta constancia de peso para 
determinar la biomasa de hojas e inflorescencias (H e I). 
La biomasa de H e I se conservó en el freezer (-12 °C) hasta el momento de la 
determinación de la composición del aceite esencial. A fin de determinar el % de 
artemisinina en las hojas (µ/100 g muestra) de altamisa, se tomó una fracción de cada 
muestra y se secó a 35 °C hasta constancia de peso y fueron enviadas (200 g de biomasa 
base seca) al laboratorio MEDIPLANT, Suiza, para su determinación mediante la 
técnica de cromatografía en capa delgada (TLC) según la metodología descripta por 
Gaudin y Simonnet (2002).   
 
3.2.2 Determinación del aceite esencial de la biomasa de altamisa 
A fin de determinar la producción (ml) de aceite esencial de altamisa se 
hidrodestiló la biomasa de H e I conservadas en freezer (200 g peso fresco) durante una 
hora, utilizando trampas tipo Clevenger (Clevenger, 1928) de acuerdo a la metodología 
descripta en la Farmacopea Europea (1997). El aceite esencial se recogió en las trampas, 
sobre benceno calidad cromatográfica (relación biomasa destilada:benceno=1: 0,01 a fin 
de homogeneizar el nivel de dilución). Luego se eliminaron las trazas de agua en las 




aceite esencial destilado de cada unidad experimental en frascos color caramelo, y se 
conservó en freezer -8 ºC hasta el momento de su análisis cromatográfico.  
 
 3.2.3 Determinación de la composición del aceite esencial  
Metodología de análisis 
El análisis cuali-cuantitativo del aceite esencial se realizó en la Facultad de 
Farmacia y Bioquímica (UBA) por medio de cromatografía gaseosa y espectometría de 
masas (GC-FID-MS), en un equipo Perkin Elmer GC modelo Clarus.  
Las condiciones analíticas empleadas para el análisis cuali-cuantitativo del 
aceite esencial por CG-FID-MS fueron: fase móvil: helio a 1,87 ml/min; inyector tipo 
split/splitless (Relación de splits= 1:100) conectado con un divisor de flujos a dos 
columnas capilares de sílice fundido (una polar y otra no polar); programación de 
temperatura: 90 ºC, luego a 3 ºC/min hasta los 225 ºC (15 min), temperaturas de 
inyector y detectores FID: 255 ºC y 275 ºC, respectivamente; temperatura de la línea de 
transferencia: 180 ºC; temperatura de la fuente de iones: 150 ºC; tiempo final de corrida: 
70 min; rango de masas escaneado: 40-400 m/z.; cantidad inyectada: 0,2 µl de una 
dilución al 10 % en hexano. 
 
Identificación y cuantificación de los compuestos 
La identificación de los componentes del aceite esencial fue realizada por 
comparación de sus espectros de masa con los que figuran en bases de datos 
computarizadas (Adams, 2007; Wiley/NIST Mass Spectral Library, 2008; estándares 
propios), y por comparación de sus índices de retención, obtenidos en las dos columnas 
empleadas respecto de una serie homóloga de alcanos (C6-C24), con los obtenidos con 
estándares propios y con los que figuran en bibliografía.  
La composición porcentual de cada compuesto fue determinada por el método 
de porcentaje de áreas, considerando que el factor de respuesta para todos los 
componentes es igual a 1. Para cada componente fue tomada la menor respuesta 
obtenida entre las correspondientes a cada columna utilizada. 
 
3.2.4 Análisis del aleloquímico artemisinina en el carbón activado 
Los estudios del efecto de los aleloquímicos sobre el crecimiento de los cultivos 
involucra tanto el agregado directo de los aleloquímicos al medio edáfico o de cultivo 
(Riflle et al., 1990) o indirecto a través de fuentes de aleloquímicos (i.e. hojas) 
(Bhowmik y Doll, 1982; Batish et al., 2007; Batlang y Shushu, 2007), como su 
eliminación a través de la aplicación de un adsorbente (Nilsson, 1994) en plantas 
alelopáticas creciendo con el cultivo. Para este último propósito es frecuente el uso del 
carbón activado (C), como adsorbente de compuestos orgánicos en experimentos de 
ecología, con el fin de dilucidar el rol de los compuestos alelopáticos en relación a la 
competencia interespecífica (Nilsson, 1994; Wurst et al., 2010). Si bien esta técnica se 
ha utilizado para observar la respuesta diferencial de las plantas a la presencia de 
metabolitos secundarios, son pocos los trabajos en los cuales se cuantifican estos 
compuestos adsorbidos en el carbón activado y por lo tanto, el nivel de los 




Con el fin de cuantificar el nivel de artemisinina en el carbón activado, se 
tomaron muestras compuestas del adsorbente enterrado sub-superficialmente 
provenientes de 5 sitios al azar dentro de cada unidad experimental en madurez de soja 
(R8, Fehr y Caviness, 1977). Posteriormente a la recolección de cada muestra 
compuesta, se limpió la espátula con etanol a fin de evitar contaminación cruzada entre 
los tratamientos. Las muestras se conservaron en frascos y se almacenaron en freezer (-8 
ºC) hasta su análisis.  
Dado que la técnica de desorción de artemisinina del carbón activado no fue 
encontrada en la literatura, se desarrolló un método de adsorción/desorción de esta 
molécula  a fin de cuantificar el % de artemisinina adsorbido en el carbón activado de 
las parcelas. El método se desarrolló en el Laboratorio del SCAI (Servicio Central de 
Apoyo a la Investigación) en la Universidad de Córdoba en España en conjunto con el 
Dr. Fernando Lafont y su equipo de investigación. Se tuvieron en cuenta para su 
desarrollo las consideraciones realizadas por Blair et al. (2009) (i.e. blancos, eficiencia 
de recuperación del aleloquímico, entre otros). A continuación se describe dicha técnica. 
 
Técnica de adsorción/desorción de artemisinina en el carbón activado 
Preparación del patrón de artemisinina  
El patrón de artemisinina se preparó utilizando una solución estándar de 
artemisinina disolviendo 2,64 mg de artemisinina (Sigma-Aldrich, 98 %) en 100 ml de 
acetona (CH3(CO)CH3). Posteriormente, con una pipeta se capturó 189 µl de la solución 
anterior con el agregado de 50 ml de diclorometano (CH2Cl2). 
 
Cuantificación de la adsorción/desorción de artemisinina 
En un vaso de precipitado se pesó 1 g de carbón activado puro de igual 
procedencia al utilizado en las parcelas experimentales y se agregó 1 ml del patrón de 
artemisinina. Posteriormente, se utilizaron 25 ml de diclorometano como solvente para 
desorber la artemisinina del carbón activado. Las muestras se colocaron en un sonicador 
durante 15 minutos y luego se las centrifugó a 40 rpm x 100 durante 5 minutos. La 
fracción líquida se trasvasó a un matraz realizando previamente el filtrado a través de un 
embudo y lana de vidrio. Para evaporar el solvente se utilizó el rotovapor. Finalmente, 
el extracto seco del matraz fue recuperado con 1 ml de acetonitrilo y recolectado con un 
filtro de jeringa hacia un tubo de Eppendorf. Posteriormente, las muestras se 
conservaron en heladera (10 ºC) hasta su análisis mediante HPLC. Sobre la base del 
volumen de artemisinina aplicado en el carbón activado y su recuperación posterior, se 
calculó el % de recuperación como: 
   µ  = ((Co – Cf)/Co ) x 100 %                          (Ecuación 3) 
donde µ (%) es la eficiencia de desorción o recuperación, Co (ml/g), es la concentración 
de artemisinina inicial y Cf (ml/g), es la concentración de artemisinina desorbida del 
carbón activado. 
 
Procesamiento de las muestras de carbón activado 
Las muestras se procesaron colocando 2 g de carbón activado por muestra en 
vasos de precipitados en los cuales se adicionaron posteriormente 10 ml de 




velocidad (80 rpm) durante otros 15 minutos. A continuación la solución se transvasó a 
tubos de ensayo y se colocó en una centrífuga con el fin de separar la fase líquida 
(solvente) de la sólida (carbón activado). Posteriormente, cada muestra se filtró para 
luego destilar el solvente a través de un rotovapor (40 ºC). El extracto seco del matraz 
fue recuperado con 1 ml de acetonitrilo y recolectado con un filtro de jeringa hacia un 
tubo de Eppendorf. Las muestras se conservaron en heladera (10 ºC) hasta su análisis 
mediante HPLC. 
 
3.2.5 Análisis de los datos 
La producción y concentración de aceite esencial y de artemisinina se analizaron 
a través de un ANVA mediante el programa ESTADISTICA versión 7 (StatSoft, Inc., 
2004). Los datos de concentración de aceite esencial por su naturaleza, se transformaron 
aplicando la función de raíz cuadrada de x, al no cumplirse con uno de los supuestos del 
ANVA (homogeneidad de varianza), mientras que se aplicó una función logarítmica al 
resto de las variables analizadas en el caso de no cumplirse con este supuesto.  
Los datos de producción de aceite esencial (ml) por superficie fueron analizados 
a través de un ANCOVA (Koricheva, 1999). Debido a la existencia de colinealidad 
entre las variables producción de aceite esencial y la biomasa de altamisa, la biomasa 
aérea de H e I de altamisa (BA) se asignó como variable continua (covarible) en el 
análisis.  
Dado que no hubo efecto del carbón activado sobre el crecimiento de las plantas 
(p=0,37 y p=0,36 para el 2006 y 2007, respectivamente), ni sobre la producción (p=0,35 
para el 2006 y 0,52 para el 2007) y concentración de aceite esencial (p=0,22 en el 2006 
y p=0,98 en el 2007), se analizaron los factores de densidad y herbicida sin discriminar 
la presencia o ausencia de carbón activado utilizando todos los datos. 
Para representar e interpretar simultáneamente los cambios en la producción 
(ml) y concentración (%, vol/peso expresado sobre base seca) del aceite esencial y la 
biomasa aérea de altamisa en respuesta a los tratamientos, se utilizó el análisis vectorial 
gráfico (GVA, Koricheva, 1999; Veteli et al., 2007). El GVA se representa 
tridimensionalmente mediante tres ejes: concentración (%) de los terpenos (Eje Y); 
producción (ml) de terpenos (Eje X) y biomasa aérea total por planta (Eje Z, que 
corresponde a la línea diagonal) (Fig. 3.2), utilizándose los valores relativos con 


























Figura 3.2 Interpretación de los cambios en la concentración relativa y el contenido 
relativo de aleloquímicos y el peso relativo del órgano (i.e. hoja o planta), (Adaptado de 
Koricheva, 1999 y Veteli et al., 2007). La línea punteada oblicua representan los valores 
de la biomasa relativa=1, las líneas punteadas perpendiculares esquematizan el 
contenido relativo de aceite esencial=1 (vertical) y la concentración relativa de aceite 
esencial=1 (horizontal). El círculo central representa el punto de referencia (Control: 1, 
1, 1). 
 
La finalidad que persigue este análisis es evaluar el efecto de los tratamientos 
sobre el cambio relativo del tamaño de planta y además como se afecta la producción de 
terpenos, surgiendo ocho posibilidades: Incremento relativo de la síntesis de terpenos y 
disminución (A) o incremento (B) del peso específico del órgano (i.e. g m-2); 
disminución de la síntesis relativa de terpenos y disminución (C) o incremento del peso 
específico del órgano (D); sin cambios en la síntesis relativa de terpenos y también 
disminución (E) o incremento (F) del peso específico y finalmente, incremento (G) o 
disminución (H) en la síntesis, pero sin cambios en el peso específico de la planta. (Fig. 
3.2). La dirección de la resultante vectorial, podría explicar si los cambios en altamisa 
estuvieron asociados a cambios en el peso total de la planta, al contenido de terpenos o a 
ambas combinaciones dado los diferentes tratamientos de densidad y herbicida 
(Koricheva, 1999). 
Los datos de composición del aceite esencial de altamisa obtenidos para cada 
año se analizaron mediante el análisis de correspondencia canónica (ACC). El ACC 
construye combinaciones lineales (ejes) de las variables explicatorias a lo largo de las 
cuales se ordenan los componentes del aceite esencial (Jongman et al., 1995). Los 
objetivos de este análisis fueron, determinar la relación existente entre la composición 
de la esencia y la biomasa de altamisa, la producción (ml) y concentración (%) de aceite 
esencial que variaron con la competencia (dado por un aumento en la densidad de 
plantas de altamisa) y/o con la aplicación de glifosato en dosis subletales (fuente de 
estrés). Por ello, se utilizaron dos matrices para su análisis: la composición de la esencia 
(variables respuesta) como matriz principal y los datos de biomasa de altamisa, 
producción y concentración de aceite esencial como matriz secundaria (también 
llamadas, variables explicatorias). El programa estadístico utilizado para dicho análisis 
fue el PC-ORD versión 2 (Mc Cune y Mefford, 1995). El ACC permitió ordenar los 
tratamientos en un espacio multidimensional definido por la composición de la esencia, 




















































































correlacionados con las propiedades ambientales resumidas en la matriz secundaria (ter 
Braak, 1987). Las principales variables explicatorias se representaron gráficamente 
mediante “biplots”, basados en las funciones canónicas que describen cada eje. La 




3.3.1 Biomasa de H e I, producción y concentración de aceite esencial  
En el 2006 hubo una interacción significativa de la densidad y el herbicida para 
la biomasa de H e I por superficie y por planta (p<0,01 en ambas variables, Cuadro 3.1). 
En ausencia de herbicida, la biomasa varió desde 212 (D2) a 475 g m-2 (D5), sin 
embargo, el incremento de número de plantas de altamisa (D2, D3 y D4) no se tradujo 
en incrementos significativos de la biomasa aérea de H e I por superficie (Fig 3.3 a) ni 
en disminuciones de la biomasa por planta (Fig.3.3 c) inclusive en ausencia de 
competencia interespecífica (D5). En cambio, a bajas densidades (D2 y D3), la biomasa 
de altamisa de H e I por m2 se redujo considerablemente de 212 a 2,89 g m-2 en D2 y de 
351 a 5,33 g m-2 en D3 cuando se aplicó herbicida (Fig. 3.3 a). Con respecto a la 
biomasa de H e I por planta de altamisa, en ausencia de herbicida (H-) y a bajas 
densidades (D2 y D3) y en la monocultura de altamisa (D5), el tamaño de las plantas 
fue 10 veces mayor con respecto a las plantas que fueron expuestas al herbicida (Fig. 
3.3 a).  
En el 2007, no se encontró un efecto de interacción significativo entre la 
densidad y el herbicida en la biomasa de H e I por superpie y planta (p=0,35 y p=0,30, 
respectivamente. Cuadro 3.1). Analizando los factores por separado, se observó que la 
densidad produjo cambios en estas biomasas (p<0,001; para ambas variables, Cuadro 
3.1). El aumento de la densidad de altamisa en plantas creciendo con la soja, trajo 
aparejado un aumento significativo de la biomasa de H e I de altamisa variando desde 
13 a 65 g m-2. Los mayores valores de esta biomasa por superficie se observaron en la 
monocultura de altamisa (D5, 180 g m-2, Cuadro 3.2). En cambio por planta, la biomasa 
de altamisa difirió significativamente entre las parcelas con soja (D2, D3 y D4; 6, 7 y 8 
g planta-1, respectivamente, Cuadro 3.2), y la monocultura (D5, 22 g planta-1) de 
altamisa. Por el contrario, y a diferencia del año 2006, el tipo y la dosis de herbicida no 
ejerció ningún efecto sobre esta fracción de biomasa por superficie (74 y 69 g m-2, H- y 














Cuadro 3.1 Valores de probabilidad resultantes del análisis de la varianza de la biomasa 
de H e I y aceite esencial de altamisa (%) y análisis de la covarianza del aceite esencial 
por superficie (ml m-2) para los tratamientos de densidad (D) y herbicida (H) y sus 
interacciones en el 2006 y 2007. 
 
BA: biomasa aérea de H e I de altamisa por superficie. Variable continua 






   Valores de p del F-test 
   Biomasa 
de H e I 
Aceite esencial 
Año Factor g.l. g m-2 g planta-1 %* g.l. ml m-2 
2006 Bloque 2 0,47 0,51 0,06 2 0,52 
 D 3 <0,001 0,08 0,01 3 0,02 
 Bloque x D 6 0,49 0,57 0,62 6 0,16 
 H 1 <0,001 <0,001 <0,001 1 <0,001 
 D x H 3 <0,01 <0,01 0,03 3 <0,001 
 BA -    1 <0,001 
 Error 32    31  
        
2007 D 3 <0,001 <0,05 0,99 3 0,01 
 Repetición x D 8 0,18 0,11 0,94 8 0,97 
 H 1 0,38 0,35 0,03 1 0,72 
 D x H 3 0,35 0,30 0,97 3 0,58 
 BA -    1 <0,01 




Cuadro 3.2 Biomasa de H e I por superficie (g m-2) y planta (g planta-1) y concentración (%) y producción de aceite esencial (ml m-2) según los 





















Dentro de cada columna, letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos, con un nivel de significancia de p<0.05 según Test de Tukey. Entre 
paréntesis se encuentra el error estándar de la media. Las interacciones significativas DxH  de la biomasa de H e I, de la concentración y producción de aceite esencial se 
graficaron en las Fig. 3.1; 3.2 y 3.3, respectivamente.
Año Factor Nivel Biomasa de H e I Aceite esencial 
2006   g m-2 g planta-1 %* ml m-2 
 Densidad D2 107,71 (57,08) c 53,85 (28,54)  0,33 (0,04) a 42,56 (20,06) a 
  D3 178,54 (76,76) bc 44,63 (19,18)  0,31 (0,04) a 78,17(34,48) a 
  D4 240,15 (63,35) ab 30,01 (7,91)  0,33 (0,03) a 81,20 (20,27) b 
  D5 282,99 (63,03) a 35,37 (7,88)  0,22 (0,02) b 67,38 (14,46) b 
           
 Herbicida H- 353,18 (43,76) a 75,06 (14,48) a 0,38 (0,02) a 121,40 (21,52)    a 
  H+ 51,51 (24,18) b   6,90 (2,98) b 0,21 (0,01) b 13,27 (9,80) b 
           
2007 Densidad D2 13,18 (2,30) c 6,59 (1,15) b 0,66 (0,03)  5,91  (1,10) a 
 
 D3 29,29 (7,15) bc 7,32 (1,78) b 0,65 (0,06)  11,27 (3,17) a 
  D4 65,06 (18,28) b 8,13 (2,28) b 0,65 (0,04)  28,50 (9,53) b 
  D5 180,54 (22,49) a 22,56 (2,81) a 0,66 (0,04)  83,22 (14,23) c 
    
 
      




0,60 (0,03) b 29,08 (6,95)  






































































































Figura 3.3 Biomasa de H e I de altamisa por superficie (g m-2) (a y b) y por planta (g 
planta -1) (c y d) según los tratamientos de densidad (D2, D3 y D4 ; 2,4 y 8 plantas de 
altamisa m-2 y D5, monocultura de altamisa) y herbicida (H- y H+, sin y con aplicación 
de glifosato) en el 2006 (a y c) y 2007 (b y d). Letras diferentes indican diferencias 
significativas entre los tratamientos, con un nivel de significancia de p<0,05 según Test 
de Tukey. 
 
La concentración de aceite esencial en H e I en el año 2006 fue diferente según 
el nivel de competencia y la presencia de herbicida (p=0,03, Fig. 3.4; Cuadro 3.1). En 
ausencia de herbicida, a bajas densidades de altamisa (D2, D3 y D4) la concentración de 
esencia fue mayor que en altamisa pura (D5), variando entre un 0,5-0,4 %. Mientras que 
con herbicida la concentración disminuyó hasta un 0,2 % en todos los tratamientos. No 
hubo diferencias significativas entre los altos niveles de densidad (D4, 8 plantas m-2) sin 
































Figura 3.4 Concentración de aceite esencial de H e I (%, ml de aceite esencial/ 100 g 
biomasa de H + I) según los tratamientos de densidad y herbicida en el año 2006. Letras 
diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos, con un nivel de 
significancia de p<0,05 según Test de Tukey. 
 
En el 2007, no se encontraron diferencias significativas en la concentración del 
aceite esencial de altamisa en los niveles de densidad explorados (p=0,99; Cuadro 3.1). 
No obstante, la concentración de terpenos aumentó significativamente (p=0,03) de 0,60 
a 0,71 % cuando las plantas estuvieron expuestas al herbicida. 
La biomasa de H e I de altamisa (covariable) por planta resultó ser la variable 
que influyó en respuesta a la producción de aceite esencial por superficie (p<0,001; 
Cuadro 3.1) para ambos años de experimentos. Este resultado fue evidenciado a través 
del alto coeficiente de regresión detectado entre la producción de esencia y la biomasa 
de altamisa por superficie (R2=0,85; p<0,001) para el 2006 y (R2=0,83; p<0,001) para el 
2007.  
En el año 2006, hubo un efecto de interacción de la densidad y el herbicida sobre 
la producción de terpenos por superficie (p<0,001 Cuadro 3.1). En ausencia de 
herbicida y para el rango de densidades exploradas, no se observaron cambios en la 
producción del aceite esencial (ml m-2) (Fig. 3.5 a). Sin embargo, en presencia de 
glifosato, los niveles de terpenos aumentaron con la densidad, desde un valor promedio 























































Figura 3.5 Aceite esencial de H e I de altamisa por superficie (ml m-2) según los 
tratamientos de densidad y herbicida en el año 2006 (a) y 2007 (b). Las barras indican la 
media y las líneas verticales el error estándar de la media.  
 
Por el contrario en el segundo experimento a campo (2007) la producción de 
terpenos por planta no difirió significativamente para los factores de densidad y 
herbicida testeados (Fig. 3.5 b). Asimismo, la producción de aceite esencial de altamisa 
por superficie varió según el nivel de densidad (p<0,01). A bajas densidades (D2 y D3) 
el nivel de terpenos varió desde 5,91 ml m-2 en las bajas densidades (D2) hasta 28,5 ml 
m-2 en las altas densidades (D4). El mayor valor de aceite esencial se encontró en las 
monoculturas de altamisa (Fig. 3.5). A diferencia del primer experimento, en el segundo 
año no hubo efecto del herbicida sobre la producción del aceite esencial (p=0,72, 29 y 
35 ml m-2 en H- y H+, respectivamente, Cuadro 3.1 y 3.2). 
 
3.3.2 Cambios relativos de la biomasa, producción y concentración de aceite esencial 
En el año 2006, las plantas de altamisa creciendo a bajas densidades (D2 y D3) y 
sin herbicida (cuadrante B, Fig. 3.6 a), tuvieron una mayor síntesis relativa de estos 
compuestos, dado por el incremento en el tamaño de las plantas y el aumento en el 
contenido y concentración relativa de terpenos. Mientras que con herbicida (cuadrante 
E, Fig. 3.6 a) tanto la biomasa como la producción relativa de aceite esencial fue menor 
sin cambios en la concentración relativa de aceite esencial. A altas densidades (8 plantas 
de altamisa m-2, D4), independientemente de la aplicación de herbicida, la 






producción relativa aumentó proporcionalmente a la concentración relativa de aceite 
esencial y sin mostrar cambios en el tamaño de las plantas (Línea G, Fig. 3.6 a). 
Mientras que sin glifosato, al aumentar la concentración relativa de aceite esencial, el 
tamaño de las plantas se redujo sin variar la producción relativa de terpenos (línea F, 
Fig. 3.6 a). 


























































Contenido relativo de aceite esencial
2006 2007
Figura 3.6 Cambios vectoriales en el contenido relativo (ml/ml) y en la concentración 
relativa (%/%, expresado sobre base seca) de aceite esencial de altamisa en relación a 
los tratamientos de herbicida: sin aplicación de glifosato (H-, símbolos vacíos) y con 
aplicación (H+, símbolos llenos) y los niveles de densidad: D2 (círculos), D3 
(triángulos) y D4 (cuadrados), (2, 4 y 8 plantas de altamisa m-2, respectivamente), en los 
años 2006 (a) y 2007 (b).  
 
En el análisis vectorial gráfico (GVA) para el año 2007, la reducción en el 
crecimiento de las plantas de altamisa fue un factor denominador de todos los 
tratamientos de densidad y herbicida. Sin embargo, los tratamientos con herbicida 
estuvieron agrupados independientemente del factor densidad sin cambios en la 
concentración relativa del aceite esencial, pero con reducciones en la producción 
relativa con respecto al tratamiento control y asociadas al menor tamaño de plantas 
(cuadrantes E y F, Fig. 3.6 b). Sin herbicida en cambio, la densidad más baja (D2) 
estuvo asociada no sólo a una reducción en el tamaño de las plantas con respecto a su 
control, sino también a un incremento en la concentración y contenido relativos de 
aceite esencial (cuadrante F, Fig. 3.6 b), mientras que las densidades intermedias (D3) y 
altas (D4), tuvieron un comportamiento opuesto: En D3, se mantuvo contante la 
concentración relativa aceite esencial pero con cambios en su contenido relativo y en 
D4, se incrementó la concentración relativa de los metabolitos secuandarios pero sin 
cambios notables en el contenido (Fig. 3.6 b). 
 
3.3.3 Composición del aceite esencial 
En el análisis del aceite esencial de altamisa se identificaron 39 compuestos de 
los 45 separados del aceite esencial de las H e I de altamisa, detectándose los mismos 
componentes entre los tratamientos de densidad y herbicida y entre años. El 
componente mayoritario fue el alcanfor, seguido por el 1,8 cineol y el germacreno D y 





En el año 2006 el porcentaje de la varianza explicado por los 2 primeros ejes fue 
de 20,9 % y 12 % respectivamente (Fig. 3.7). El ordenamiento mostró un contraste 
sobre el eje 1 entre los tratamientos D5 (con y sin H) y el resto. En el eje 2, entre los 
tratamientos D2 y D5 con el tratamiento D4. En el análisis de la composición de 
terpenos volátiles se tomó a los valores mayores (scores) a 0,40 como terpenos 
indicadores de correlación con los ejes 1 o 2. De esta manera, los compuestos 
minoritarios que mostraron mayor correlación positiva con el eje 1 fueron el alfa-
tuyeno, el limoneno, el gamma-terpineno, epoxi-mirceno y el alfa-copaeno, mientras 
que el alfa cangolenal y el mircenol se asociaron negativamente con éste mismo eje. Los 
terpenos limoneno, gama-terpineno, alfa-canfolenal, tras-carveol, carvona e isobutil-
fenil acetato se asociaron positivamente con el eje 2 y el epoxi-mirceno de manera 
negativa con éste eje (Fig. 3.7; Cuadro Anexo 3.2). En cuanto a las variables 
explicatorias, la producción y concentración de aceite esencial, la biomasa aérea de 
altamisa y la concentración (%) de terpenos se correlacionaron positivamente con el eje 
1 pero, negativamente con el eje 2. Mientras que la biomasa aérea total se correlacionó 
negativamente con el eje 2 (Cuadro 3.3). En el cuadrante superior izquierdo se ubicaron 
los tratamientos (D2 H-) de mayor producción y concentración de terpenos y en el 
cuadrante inferior izquierdo (D4) los de mayor biomasa de altamisa. Las monoculturas 
con herbicida (D5 H+) estuvieron ubicadas en el cuadrante superior derecho, con 
menores valores de biomasa.  
En el segundo año (2007) el porcentaje de la varianza explicado por los 2 
primeros ejes fue levemente menor con respecto al primer año, arrojando un valor de 
20,6 y 7 % para el primero y segundo eje, respectivamente. El ordenamiento mostró un 
contraste entre los tratamiento con y sin herbicida en el eje 1 y entre el tratamiento D2 
H- y el resto de los tratamientos, en el eje 2. Los terpenos que mostraron mayor 
correlación positiva con el eje 1 fueron el epoxi-mirceno, alfa-canfolenal, trans 
pinocarveol, isobutil fenil acetato y el 1,7-diepi-alfa-cedrenal y negativamente con el eje 
1 el alfa-tuyeno y el mircenol. Mientras que los terpenos gamma-terpineno y carvona se 
asociaron positivamente con el eje 2 y el alfa tuyona y el alfa-humuleno negativamente 







Figura 3.7 Representación gráfica de los dos primeros ejes de ordenamiento de 
correspondencia canónica, considerando los compuestos como matriz principal y la 
biomasa aérea total de altamisa, la producción (ml) y concentración (%) de aceite 
esencial y la presencia o ausencia de herbicida como matriz secundaria para el año 2006 










































































Al igual que en el 2006, tanto el porcentaje como la producción de aceite 
esencial estuvieron asociados con el eje 2, pero de manera opuesta (negativamente para 
el 2006 y positivamente para el 2007). En el caso de la biomasa aérea de altamisa, se 
asoció positivamente al eje 1. (Cuadro 3.3). Es destacable que tanto la producción como 
la concentración de terpenos fueron las variables explicatorias que se asociaron con el 
mismo signo sobre los ejes y de manera positiva y negativa con el eje 1 y 2, 
respectivamente en el 2006 y con el eje 2 en el año 2007. Por otro lado, el compuesto 
epoxi-mirceno estuvo asociado positivamente al eje 1 y al tratamiento D2 H- para 
ambos años de experimentos (Fig. 3.7). 
También es notable que de los 39 compuestos identificados, sólo 6 sean los que 
explicaron principalmente la distribución de los tratamientos en los dos años (Cuadro 
Anexo 3.2) 
 
Cuadro 3.3 Coeficientes de correlación entre los datos de la composición del aceite 
esencial y las variables explicatorias de los dos ejes principales del ACC de los años 
2006 y 2007.  
 
 2006 2007 
 Eje 1 Eje 2 Eje 1 Eje 2 
Coeficiente de correlación de Pearson 0,739 0,795 0,719 0,826 
Biomasa aérea total de altamisa(g m-2) 0,198    0,691   0,814 -0,367 
Aceite esencial, producción (ml m-2) 0,868    -0,464   0,139 0,818 
Aceite esencial, concentración (%) 0,611   -0,685   -0,443 0,857 
 
3.3.4 Producción de artemisinina en la biomasa aérea de H e I y su acumulación en 
el carbón activado 
Hubo una relación lineal positiva (p<0,0001) y distinta de cero, entre la 
artemisina acumulada en el tejido aéreo, calculada sobre la base de las determinaciones 
del % de artemisinina en los tejidos de H e I (Cuadro Anexo 3.3) y la artemisinina 
acumulada en el carbón activado (Fig. 3.8 a). La pendiente fue menor a 1, indicando que 
no toda la artemisinina acumulada en el tejido llegó al suelo. No obstante, la relación 
encontrada, por un lado, refuerza los resultados del capítulo 2, poniendo de manifiesto 
que el carbón activado resultó ser un adsorbente efectivo para esta sustancia. Es decir 
que a medida que aumentó la artemisinina en el tejido aéreo, se incrementó la 
artemisinina adsorbida en el carbón activado no llegando a un nivel de saturación por 
parte del carbón dada la relación lineal positiva. Por otro lado, indica que a través de 
esta relación se puede cuantificar cuanto de la artemisinina generada en la biomasa 
aérea llega al suelo como tal, sin sufrir algún proceso de cambio (i.e. descomposición 
por parte de los microorganismos, transformación en otro compuesto, degradación, 
entre otros) (Fig. 3.8 a).  
Asimismo la producción de artemisinina por unidad de superficie se incrementó 
(p<0,0001) de una manera lineal positiva a medida que se incrementó la biomasa de 
altamisa (Fig. 3.8 b). Este aumento en la biomasa estuvo asociado a  reducciones en el 
porcentaje de la artemisina en hoja (p<0,001) (Fig. 3.8 c). Cabe aclarar que el rango de 




artemisinina (0,22 a 0,42%). Si bien en ambos años el tratamiento con herbicida tuvo 
menores niveles de artemisinina, tanto en la biomasa aérea de altamisa, como en la 
cantidad retenida en el carbón activado, la concentración de este compuesto fue mayor. 





Y=-97,22 + 0,52 x
p<0,0001; R2=0,94; n=15















































































Figura 3.8 Relación entre la artemisinina adsorbida en el carbón activado (µg m-2) y la 
acumulada  en H e I (µg m-2) (a), la artemisinina de H e I (g m-2) y la biomasa de H e I 
(g m-2) (b) y la concentración de artemisinina (%) de H e I en respuesta a la biomasa de 





En ambos años de experimento no se encontró interacción entre la densidad y 
herbicida sobre el contenido de artemisinina retenido en el carbón activado (p=0,52 y 
p=0,90, respectivamente). Sin embargo, al analizar los factores individuales, el 
incremento en el número de plantas de altamisa ocasionó un aumento del contenido de 
artemisinina de 73 a 475 µg por kg de carbón en el 2006, y de 11 a 208 µg por kg de 
carbón en el 2007, en las parcelas C+ (p<0,001 y p<0,01, para ambos años 
respectivamente, Cuadro 3.4). Las diferencias más notables de este cambio, se dieron en 
el 2006, donde a altas densidades (D3 y D4, 291 y 876 µg kg-1) y en la monocultura de 
altamisa (D5, 475 µg kg-1), los valores fueron significativamente más altos, con respecto 
a las bajas densidades (D2, 73 µg kg-1). El nivel del aleloquímico adsorbido en el carbón 
estuvo relacionado con la biomasa de H e I de altamisa (Fig. 3.9). En el 2006, esta 
tendencia no fue tan marcada. Con respecto al tratamiento con herbicida, el contenido 
de artemisina varió desde 277 a 28 µg por kg de carbón activado adsorbido sin y con 
herbicida, respectivamente. Es decir, que la acumulación de artemisinina fue 10 veces 
mayor en ausencia de herbicida para el año 2006 (p<0,01; Cuadro 3.4). El menor nivel 
de artemisinina (21 µg kg-1) alcanzado en las parcelas con herbicida para el 2006, podría 
estar asociado a la reducción en 10 veces la biomasa de altamisa alcanzada para el nivel 
H+ (Cuadro 3.2). Sin embargo en el 2007 la presencia de herbicida en las parcelas H+ 
no modificó la artemisinina retenida en el carbón (p=0,86; 54 y 61 µg kg-1 en H- y H+, 
respectivamente, Cuadro 3.4), resultado que también estuvo asociado la falta de 
significancia de las biomasas de H e I de altamisa en ambos tratamientos de herbicida 
(74 y 69 g m-2, H- y H+, respectivamente, Cuadro 3.2).  
 
 
Figura 3.9 Contenido de artemisinina (µg kg de carbón-1) adsorbido en el carbón de las 
parcelas C+ (barras) y biomasa de H e I de altamisa (g m-2) al momento de madurez de 
soja (R8) (círculos) según el tratamiento de densidad y año. Las letras indican 
diferencias significativas de artemisinina en los tratamientos de densidad para cada año, 
de acuerdo al test de Tukey al nivel de significancia de p<0,05.  
 
 
















































Cuadro 3.4 Valores medios de la artemisinina (µg kg-1) adsorbida en el carbón activado 
al momento de la madurez de soja (R8) proveniente de las parcelas C+ para los 
tratamientos de densidad (D) y herbicida (H) en los años 2006 y 2007. Entre paréntesis 
se indica el error estándar de la media. 
 
  Artemisinina en el carbón activado 
Factor Nivel µg kg-1 
  2006 2007 
Densidad D1 0  a 0 a 
 D2 73,05   (35,25) b 11,67  (3,72)   a  
 D3 291,70   (81,60) c 10,94   (2,97)   a  
 D4 876,58 (193,55) c 58,35 (29,21) ab 
 D5 475,08 (125,25) c 208,33  (71,69)  b 
p=  <0,001 <0,01 
    
Herbicida H- 277,75 (58,80)  a 54,67  (21,25) 
 H+ 21,88    (9,42)  b  61,05  (35,67) 
p=  <0,01 0,86 
La interacción DxH no fue significativa para ambos años (2006, 
p=0,52 y 2007, p=0,90. El test de comparación de medias (Test 
de Tukey) se muestra en la Fig. 3.7. 
 
3.3.5 Relación de la artemisinina y su efecto sobre la soja 
El peso específico de nódulos para el año 2006 sin herbicida, fue 
significativamente mayor en las densidades D3 y D4 en presencia de la artemisinina en 
el suelo (p<0,001) (Fig. 3.10). Sin embargo solo con alta competencia (D4) se 
incrementó el rendimiento en la parcela C- con respecto a la parcela con carbón 
(llamada control), con un promedio de 48 µg de artemisinina por kg de carbón. En el 
caso del año 2007 y para el mismo tratamiento de herbicida, no se encontraron 
diferencias entre el peso específico de los nódulos ni tampoco sobre el rendimiento en 
grano. Es notable también que la acumulación de artemisinina en estas parcelas fuera de 
menor contenido que para el 2006.  
Con respecto al herbicida es destacable la diferencia que peso de nódulos 
observada en las parcelas con artemisinina (C-) (p<0,001) para el año 2006. Sin 
embargo, las diferencias encontradas en esta variable no se traducen en diferencias 
marcadas en el rendimiento a pesar de encontrarse altos niveles de artemisinina en el 
suelo (336 µg Kg-1 de carbón). Asimismo, para el 2007, no se observaron diferencias en 
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Figura 3.10 Peso específico de nódulos (g unidad nódulo-1) y rendimiento en grano de 
soja en función de los niveles de densidad (D1, D2, D3 y D4) y artemisinina en el suelo 
(µg kg-1 de carbón) para el tratamiento C-, sin carbón (barras blancas) y C+, con carbón 
(barras negras), con y sin herbicida en el año 2006 y 2007. Las letras indican diferencias 












En este capítulo se evaluó el efecto de la densidad de plantas de altamisa y de 
dosis subletales de herbicida sobre (i) la producción de biomasa de H e I de altamisa (ii) 
la producción y acumulación de los aleloquímicos (aceite esencial y artemisinina) en H 
e I (iii) la composición del aceite esencial y (iv) la acumulación de artemisinina en el 
medio edáfico, y su relación con la producción de soja. 
Sólo en el año 2006 se evidenció una interacción entre la densidad y el herbicida 
sobre la biomasa de H e I de altamisa por unidad de superficie y por planta. De acuerdo 
a lo reportado por Weidenhamer (2008), el incremento en el número de plantas de 
altamisa, aumentó la competencia interespecífica en los tratamientos con herbicida. En 
ambos años la biomasa por planta fue menos afectada por el herbicida en D5 que en las 
densidades D2 y D3 (siendo sólo significativo para el 2006). Esta interacción podría 
estar causada por un efecto de dilución del herbicida ya que la dosis se aplica por área 
sembrada lo cual llevaría a repartir la misma dosis entre mas individuos generando por 
lo tanto menor absorción y concentración del herbicida por planta (Weidenhamer et al., 
1989).  
Con respecto al aceite esencial de altamisa, se esperaba que como respuesta de 
las plantas al estrés por herbicida (Weidenhamer y Callaway, 2010) y alta competencia 
(Thijs et al., 1994; Albuquerque et al., 2011) hubiera una mayor concentración y 
producción (ml m-2) de aceite esencial en los tratamientos con glifosato y altas 
densidades. Sin embargo, la  respuesta fue diferencial según el año. En el 2006, la baja 
producción y concentración de terpenos en el tratamiento de alta densidad y herbicida 
(D4 H+) comparado con los tratamientos sin herbicida, puede deberse a que por un 
lado, en este año, el efecto del herbicida sobre las plantas, a pesar de ser la misma dosis 
de glifosato, fue mayor, hecho que produjo una reducción de casi 10 veces en la 
biomasa. Esta reducción en la biomasa produjo como consecuencia  reducciones en la 
síntesis (Veteli et al., 2007) y puede haber ocasionado la menor producción y 
concentración de aceite esencial en los tricomas glandulares de las hojas de altamisa. En 
cambio en el 2007, el impacto del herbicida no tuvo efecto sobre la producción del 
aceite esencial pero si produjo incrementos en la concentración de los aleloquímicos (de 
0,60 a 0,71 % en las parcelas H- y H+, respectivamente), en concordancia con las 
investigaciones de Vila-Aiub y Ghersa (2005) en plantas de Lolium sp. Asimismo, el 
incremento en la concentración del aceite esencial en respuesta a dosis subletales de 
herbicida (Weidenhamer y Callaway, 2010), podría deberse a una redistribución del uso 
de los esqueletos carbonados entre vías metabólicas vegetales (i.e. acetato/mevalonato). 
En relación a la densidad y, así como lo reportado por Damtew et al. (2011), el 
incremento en las densidades de altamisa exploradas en el 2007 no proporcionó 
aumentos en la concentración (%) del aceite esencial a pesar de haberse afectado el 
crecimiento a alta densidades (D4). Por otro lado, la reducción (en D4) de la producción 
del aceite esencial producto de la competencia interespecífica (D5, 83 g m-2 a D4, 28 g 
m-2), puede deberse al menor crecimiento de las plantas causada por una disminución 
en la captura de nutrientes y menor exposición a la luz (Khorshidi et al., 2009). La 
diferencias en la calidad de luz percibida por las plantas en alta competencia (D4), un 
factor importante en la biosíntesis de estos metabolitos secundarios (Sangwan et al., 
2001), podría ser otro factor que explique los menores valores de aceite esencial en 
estos tratamientos. 
El rango de variación de la producción del aceite esencial de altamisa de los 
experimentos (0,21-071 %) estuvo dentro de los reportados por otros autores: 0,32-0,52 




trabajos señalan un rango de variación mas amplio y superior a los hallados (0,01-1,9 
%) (Bagchi et al., 2003; Namdeo et al., 2006),  Las diferencias encontradas en estos 
trabajos puede deberse a que el contenido de aceite esencial es afectado por numerosos 
factores del ambiente, entre ellas, condiciones de crecimiento, densidad de plantas, 
propiedades del suelo y ecotipos (Özgüven et al., 2008).  
La variación en la concentración de uno o varios aleloquímicos puede estar dada 
por cambios en el contenido (ml), en la biomasa de las plantas o en ambas (Koricheva, 
1999). El análisis vectorial gráfico fue una herramienta útil para analizar el efecto del 
ambiente agronómico (densidad y herbicida) sobre la concentración y contenido 
relativos del aceite esencial y la biomasa relativa de las plantas de altamisa. El análisis 
GVA mostró un aumento en la concentración relativa del aceite esencial al 
incrementarse la densidad de altamisa (D4) en ausencia de herbicida para ambos años. 
De acuerdo de Veteli et al. (2007), éste incremento en la concentración estaría dado por 
un aumento en la síntesis de los terpenos y no por un aumento en la biomasa de la 
planta. Estos resultados se contraponen con las investigaciones realizadas por Damtew 
et al. (2011), quienes observaron que la producción y concentración de los 
aleloquímicos (aceite esencial y artemisinina) se mantuvo constante con incrementos de 
la densidad de 6 a 15 plantas m-2 de altamisa aún con disminuciones en la biomasa de 
hojas por planta de A. annua. Sin embargo, estos autores hallaron que incrementos en la 
densidad superiores a 27 plantas m-2 redujeron tanto la biomasa por planta como la 
concentración del aceite esencial y de artemisina, pero se incrementó la producción (ml 
m-2) del aceite esencial (Damtew et al. 2011). Es probable que con las densidades 
menores (6 a 15) no estaban en competencia plena mientras que a la densidad superior 
si, y de allí las diferencias en concentración. En cambio a bajas densidades (D2 y D3), y 
en ausencia de herbicida para el 2006, el incremento tanto del contenido de aceite 
esencial como en su concentración, estuvo relacionado con un aumento en el tamaño de 
las plantas de altamisa y, probablemente, por un aumento en la síntesis. Este mismo 
patrón se observó en otros trabajos para otras especies y metabolitos secundarios (Veteli 
et al.,  2007). Por ejemplo los estudios de Lavola y Julkunen-Tiitto (1994) y Veteli et al. 
(2007) demostraron un incremento en la producción y concentración de flavonoides en 
las especies Betula pendula Roth y Salix myrsinifolia Salisb., debido a un aumento 
concomitante de la síntesis de este compuesto y su biomasa, ante el incremento de CO2 
atmosférico como agente de estrés. Por otro lado, los niveles de densidad D2 y D3 con 
herbicida, mantuvieron el mismo patrón ambos años: se redujo el contenido relativo de 
aceite esencial, debido a una disminución de la biomasa relativa de las plantas. Esta 
respuesta puede estar asociada a que por un lado, las plantas de altamisa a bajas 
densidades, absorbieran más el herbicida (Weidenhamer, 2008) por unidad de planta, y 
de esta manera afectaran el crecimiento, y como resultado su contenido (ml) en aceite 
esencial. 
Con respecto a la composición del aceite esencial de altamisa en todos los 
tratamientos se separaron 45 compuestos, a diferencia de otros estudios, identificaron 16 
(Verma et al., 2011), 17 (de Magalhães et al., 2004), 33 (Ma et al., 2007), 36 (Tzenkova 
et al., 2010) y 113 (Cavar et al., 2012) componentes del aceite esencial de plantas de A. 
annua creciendo en la India, Brasil, China, Bélgica y Bosnia, respectivamente. En 
coincidencia con lo reportado por de Magalhães et al. (2004) y Verma et al. (2011) el 
alcanfor fue componente principal del aceite esencial, alcanzando valores medios de 35 
%, independientemente de los tratamientos de densidad y herbicida. Sin embargo, otros 
estudios destacan la importancia del cariofileno (24 %) o la artemisia cetona (30,7 %) 
como constituyente principal del aceite esencial (Tzenkova et al., 2010; Cavar et al., 




de los terpenos de altamisa entre los distintos ambientes, podría deberse a la presencia 
de poblaciones químicamente diferentes (quimiotipos), dentro de una misma especie 
(Tétényi, 1986). En numerosas ocasiones cada quimiotipo tiende a estar asociado con un 
ambiente particular (Morgan, 1989; Salgueiro et al., 1995). Si bien es común encontrar 
diferencias químicas entre poblaciones de una misma especie, es difícil establecer el 
número de quimiotipos dentro de la misma. Esto se debe principalmente a que la 
composición química de una planta está determinada por el genotipo interactuando con 
su ambiente (Hay y Waterman, 1993; Lambers et al., 1998). De todos modos las 
propiedades biológicas de los terpenos son la resultante de una compleja mezcla de 
numerosas moléculas, y por ello, el efecto de los metabolitos secundarios hacia la 
especie receptora está dado más por un conjunto de terpenos (Inderjit et al., 2001) que 
por un solo compuesto, aunque su proporción relativa dentro de la mezcla sea mas 
importante (Cavar et al., 2012). 
La composición del aceite esencial presentó un contraste entre las plantas sin y 
con herbicida para las bajas y altas densidades, respectivamente. Algunos compuestos 
respondieron a los tratamientos. Por ejemplo, el epoxi-mirceno siempre estuvo asociado 
a los tratamientos sin herbicida y bajas densidades (D2 H-) y el alfa-canfolenal se 
relacionó con las plantas de monocultura de altamisa (D5) con herbicida para el 2006, y 
sin presencia del herbicida en el año 2007. Esto sugiere, que estos compuestos, podrían 
ser indicadores, de condiciones con o sin herbicida y del nivel de competencia ejercido 
por altamisa. Estos cambios en la composición de los terpenos según las condiciones del 
estrés por herbicida, podrían indicar que el glifosato redujo la síntesis de aminoácidos 
aromáticos (Duke, 1988) por inhibición parcial de la enzima EPSPS (shiquimato-3-
fosfato fosfoenolpiruvato sintetasa), conduciendo a un reordenamiento en el uso del 
carbono entre vías del metabolismo secundario de la altamisa o indirectamente a nivel 
general de estrés en la planta (Einhelling, 1999), provocando otro tipo de alteraciones 
como en la biomasa (Weidenhamer y Callaway, 2010), o en otros metabolitos 
secundarios (Lydon y Duke, 1993). 
Las diferencias halladas en la biomasa de H e I de altamisa y la producción del 
aceite esencial y de artemisinina entre los años de experimentos, pueden ser explicadas 
en gran medida, por variaciones en las condiciones meteorológicas interanuales. Los 
mayores valores registrados de estas variables en el 2006, pueden estar asociados al 
mayor crecimiento de las plantas de altamisa y la tasa fotosintética de las mismas, 
producto de un mayor PAR incidente (880 Mj m-2) durante una menor estación de 
crecimiento (114 días) en el año 2006, en relación a 856 Mj m-2 durante 130 días del 
ciclo del cultivo en el 2007 (Figura Anexo 3.4).  
La alelopatía es un fenómeno ecológico complejo (Weidenhamer, 2006), que 
puede estar enmascarado a nivel de cultivo, por otro tipo de interacciones (i.e. 
competencia, mutualismo) que son más fáciles de evaluar. De acuerdo con Inderjit y 
Nilsen (2003), la liberación de metabolitos secundarios es el principal requisito para que 
uno o varios compuestos jueguen un rol como sustancias alelopáticas. En este sentido, 
el uso del carbón activado en las parcelas tuvo por objetivo separar la interacción 
competitiva de la alelopática, tal como fue demostrado en otros trabajos (Nilsson, 1994; 
Lau et al., 2008). La cuantificación de la artemisinina en el carbón activado confirma la 
posibilidad de un efecto alelopático a nivel de cultivo. Por otra parte, cabe recordar que 
el carbón activado no tuvo ningún efecto por si mismo sobre el crecimiento de las 
plantas de altamisa, como se demostró en el capítulo 2. 
Diferentes trabajos (Nilsson, 1994; Perry et al., 2005; Lau et al., 2008) utilizan 




2008) como de campo (Nilsson, 1994; Perry et al., 2005) y por otro lado, existen en la 
bibliografía distintas metodologías de extracción de la artemisinina proveniente de los 
tejidos de la planta de altamisa (Delabays, 1997; Marchese y Rehder, 2001; Qian et al., 
2005). Sin embargo, no se han encontrado en la literatura reportes de la metodología de 
extracción de esta molécula adsorbida en el carbón activado. De acuerdo a Blair et al. 
(2009), la cuantificación de un compuesto desde una matriz tan compleja como el suelo 
o el carbón activado, requiere del desarrollo de una técnica o protocolo de extracción de 
manera de cuantificar de forma eficiente un determinado compuesto en el suelo. En este 
contexto, la información contenida en este capítulo, surge de experimentos en los que  
se utilizaron metodologías novedosas, por un lado a través de la aplicación de carbón 
activado para separar las interacciones competitivas y alelopáticas a campo y por otro 
lado, a través del desarrollo de un protocolo específico para cuantificar la artemisinina, 
principal compuesto alelopático de la altamisa (Delabays et al., 2001). 
A la luz de los resultados obtenidos para los dos años de experimentos, el 
contenido de artemisinina en el suelo aumentó con la densidad de altamisa y con el 
contenido de artemisinina en hoja. Estos resultados se relacionan con los hallados por 
Jessing et al. (2009), quienes encontraron un aumento en la concentración de 
artemisinina de 0,16 a 11,7 mg kg de suelo en los dos primeros cm del suelo, a medida 
que avanzó la estación de crecimiento de altamisa. Sin embargo, el máximo valor de 
artemisinina encontrado por estos autores (11,7 mg/kg de suelo) es casi el doble en 
relación al valor máximo encontrado en el presente capítulo (5,76 mg/kg de suelo, D4 
en 2006). Estas diferencias podrían estar asociadas a las densidades de altamisa 
exploradas, a la metodología empleada de extracción o a la diferente degradación de la 
artemisinina en el suelo en relación a la retenida en el carbón activado (Hyman y 
Dupont, 2001).  
Asimismo, la producción de artemisinina estuvo asociada positivamente con la 
biomasa de altamisa y negativamente con la concentración de artemisinina, 
encontrándose un porcentaje de artemisinina mayor (0,4%) en presencia de herbicida. 
Los resultados obtenidos frente a estas condiciones de estrés, alta densidad y 
pulverización del herbicida, se contraponen a lo hallado con otros tipos de estrés, ya que  
el porcentaje de artemisinina en hoja disminuyó desde 0,18 a 0,04 % en plantas de 
altamisa expuestas a un estrés hídrico (Charles et al., 1993). Sin embargo, otros trabajos 
evidencian un incremento en el porcentaje de artemisinina ante un estrés por salinidad 
(Qian et al., 2007), por déficit de agua (Marchese et al., 2010) o por presencia de 
arsénico en el suelo (Rai et al., 2011). Sólo para el 2006, se observó un efecto del 
herbicida sobre la acumulación de artemisinina en el carbón que podría asociarse a la 
disminución de la biomasa de altamisa en esas parcelas. De esta manera las 
interacciones con los factores del ambiente juegan un rol importante en la expresión de 
la alelopatía (Gershenzon, 1984). Por lo tanto, un factor de estrés puede influir tanto en 
la producción de los aleloquímicos de la planta emisora (altamisa) como modificar la 
respuesta, ya sea positiva, negativa o neutra sobre la especie receptora (soja) 
(Einhelling, 1996). 
Existen numerosos trabajos que cuantifican el efecto de sesquiterpenos (e.g. 
artemisinina) provenientes de A. annua (Duke et al., 1987; Lydon et al., 1997; Mannan 
et al, 2010) sobre diferentes especies de malezas y cultivos. Por ejemplo, son necesarios 
niveles de 50 y 30 ppm de artemisinina en el medio de cultivo para inhibir en un 50 % 
el crecimiento de plántulas de Portulaca oleracea L. y Amaranthus blitum L. (Bagchi et 
al, 1997), mientras que tan sólo 10 µl de artemisinina se requieren en un medio de 




(Chen y Leather, 1990). Otras investigaciones realizadas por Lydon et al. (1997) 
evidencian una reducción de un 70 % de la biomasa aérea de Amaranthus retroflexus L. 
con 48 µmol de artemisinina por maceta. A diferencia de estas investigaciones, los 
resultados obtenidos en este capítulo acerca del efecto de la artemisinina sobre la 
nodulación y el rendimiento revelaron un efecto positivo de este compuesto sobre las 
variables medidas en el cultivo de soja, aún a altas densidades de la maleza (8 plantas 
por m-2). La diferencia de estos resultados con los hallados en la bibliografía podría 
deberse a que los experimentos fueron desarrollados en condiciones controladas y estos 
resultados no puedan ser extrapolados a las condiciones de campo (Inderjit y Weston, 
2000). Por otro lado, la aplicación directa de un aleloquímico en un medio de cultivo, 
especialmente en los experimentos in-vitro, hacen que la disponibilidad de esa sustancia 
sea del 100 %, lo que raramente ocurre en condiciones ecológicas naturales (Kaur et al., 
2009).  
La lixiviación de los aleloquímicos, especialmente la artemisinina, de las hojas e 
inflorescencias (Birkett et al., 2001) de las plantas altamisa, a través de las 
precipitaciones (y el riego suplementario), el viento (Inderjit et al., 2005) y los órganos 
caídos al suelo (Birkett et al., 2001) quedó demostrada, dado que se pudo cuantificar el 
contenido de este compuesto adsorbido en el carbón activado de las parcelas 
experimentales. Sin embargo, el contenido de este compuesto en el suelo, como las 
demás determinaciones realizadas se asemejan a una fotografía que refleja la 
concentración estática de este compuesto en un determinado momento (madurez 
fisiológica de soja, R8, Fehr y Caviness, 1977), manifestando el balance entre las 
entradas y posibles salidas en ese momento (Weidenhamer, 2006) y no provee 
información acerca de las tasas de entradas o salidas al sistema edáfico. Es por ello, que 
deberían realizarse más esfuerzos para analizar la dinámica de los aleloquímicos sobre 
las interacciones competitivas, alelopáticas y mutualistas. 
De acuerdo a Rice (1984) la interacción alelopática incluye tanto un efecto 
negativo como positivo, aunque otros autores prefieren reconocer a la alelopatía como 
un efecto negativo (Weidenhamer et al., 1989; Callaway y Aschehoug, 2000). En base a 
la afirmación de Rice (1984), y a los resultados de este capítulo, se encontró un efecto 
neutro o positivo de la maleza aleopática altamisa a través de la producción de terpenos, 
precisamente, la artemisinina, sobre la nodulación y rendimiento del cultivo de soja, 
especialmente en el tratamiento sin carbón y sin herbicida. Estos resultados coinciden 
con las investigaciones de Mallik y Williams (2005), quienes observaron un efecto de 
estimulación sobre la nodulación y el rendimiento de plantas de soja cuando fueron 
incorporados al suelo residuos de la maleza alelopática Solanum nigrum L. Asimismo, 
el trabajo de Delabays et al., (2008) es la primera evidencia del efecto de estimulación 
de la artemisinina, a bajas dosis (0,014 a 0,14 mg l-1), sobre el crecimiento radical de 
Solanum tuberosum. Estos resultados se contraponen con los reportados previamente 
por otros autores (Duke et al. 1987; Lydon et al. 1997; Dayan et al. 1999) quienes 
observaron un efecto inhibitorio de la artemisinina sobre la soja y otras especies. 
Hasta el presente, no existen evidencias acerca de cual es la mínima densidad de 
altamisa, en el que se afecta el crecimiento, la nodulación y el rendimiento del cultivo 
de soja, y menos aún, sobre la cantidad de aleloquímicos liberados por esta maleza 
alelopática, para generar un efecto positivo, negativo o neutro sobre este cultivo. 
Sumado a la complejidad, que un estrés biotico y abiótico (Einhelling, 1999), como el 
ambiente particular de un año y una localidad podrían cambiar dichos umbrales 




que los resultados obtenidos sean extrapolables a las condiciones habituales de manejo 
en la producción de soja. 
Desde el punto de vista de manejo de malezas, los resultados presentados en este 
capítulo constituyen un importante avance en el entendimiento de las relaciones soja-
altamisa y pueden ser extrapolados a las condiciones habituales de campo en Argentina. 
Es decir, que altamisa no representaría una pérdida significativa en el rendimiento de 
soja dentro del rango de densidades de altamisa exploradas (2 a 8 plantas m-2) cuando 
son liberados al medio edáfico los aleloquímicos (parcelas C-) provenientes de la 
biomasa aérea. Sin embargo, hay que considerar que este tipo de respuesta podría variar 
en función de las interacciones entre el ambiente (e.g. fecha de siembra, variabilidad 
interanual, localidad, lote, tipo de suelo), el cultivo de soja (e.g. distintas variedades o 
grupos de madurez), la maleza (e.g. quimiotipos), diferentes tipos de estreses (bióticos y 
abióticos) que se generen durante la estación de crecimiento y el manejo del hombre 
(e.g. densidad, agroquímicos). 
En resumen, en este capítulo se investigó de qué manera un aumento de la 
densidad de plantas de 2 a 8 plantas m-2 y una dosis subletal de glifosato, afectó la 
producción de los compuestos alelopáticos (aceite esencial y artemisinina) en la maleza 
y su acumulación (artemisinina) en el suelo, y cual fue el efecto sobre el cultivo de soja. 
Los resultados presentados dan sustento a los interrogantes que serán abordados en el 
capítulo siguiente: (i) ¿Existen diferencias en el efecto alelopático sobre la nodulación y 
en consecuencia el rendimiento de soja dependiendo de fuentes de aleloquímicos de 
altamisa (rastrojo, biomasa verde, o artemisinina pura)? (ii) ¿Qué rol juega la calidad 
del suelo (en términos del contenido de microorganismos) en el tipo de respuesta de las 




A pesar de la complejidad de las múltiples interacciones y sus respuestas en el 
sistema cultivo-maleza en condiciones de campo y las dificultades para estudiarlas, se 
pudo cumplir con los objetivos propuestos en este capítulo y aportar nuevos 
conocimientos acerca del efecto de las interacciones competitivas y alelopáticas, sobre 
la producción de aleloquímicos de altamisa y su relación con el crecimiento y la 
nodulación del cultivo de soja en dicho sistema.  
En este capítulo surgen algunos aspectos a destacar: 
(i) Existe una notable variabilidad en la producción de aceite esencial en 
respuesta a los tratamientos de densidad y herbicida. 
(ii) Algunos terpenos (epoxi-mirceno y alfa-canfolenal) fueron más sensibles a 
los tratamientos impuestos. 
(iii) El aumento de la densidad de altamisa produce un incremento en la 
artemisinina adsorbida en el carbón activado. 
(iv) Existe un efecto neutro o positivo de la maleza alelopática altamisa, a través 
de la producción de los aleloquímicos, sobre la nodulación y el rendimiento de soja. 
 CAPITULO 4 
Fuentes de artemisinina y tipos de suelos: efecto sobre la nodulación y el 







El tipo de residuo u órgano de la planta que actúa como fuente de aleloquímicos 
y que ingresa al medio edáfico, condiciona la proporción relativa de los metabolitos 
secundarios disponibles, dependiendo de la naturaleza de la fuente (e.g biomasa verde, 
biomasa seca) (Yulin et al., 2008).  
La respuesta a los aleloquímicos de la especie receptora dependerá no sólo de la 
tasa de liberación, de la acumulación y persistencia de estos compuestos químicos en el 
ambiente (Batish et al., 2007), sino además, del tipo de metabolito secundario y de las 
condiciones biológicas, físicas y químicas del sustrato, que juegan un rol importante en 
determinar la persistencia de los aleloquímicos en el suelo (Chaves Lobón et al., 2002; 
Popa et al., 2008). 
Los microorganismos del suelo son, en gran parte, los responsables de cuan 
disponibles se encuentran los compuestos liberados desde los tejidos de las plantas, ya 
que utilizan estos residuos, por ejemplo como fuente de C y energía (Vokou et al., 
1984). Este metabolismo será diferente de acuerdo al tipo de suelo debido a las 
diferencias de microflora presentes en él (Inderjit, 2005) y a las diferentes fuentes de 
aleloquímicos u órganos (e.g. hojas, tallos) (Jafari et al., 2011). Por ejemplo, Dudai et 
al. (2009) evidenciaron que la cantidad y las proporciones relativas de los aleloquímicos 
en el suelo, provenientes de hojas de Micromeria fruticosa (L.) Druce, difirieron 
significativamente según el tipo de sustrato utilizado (suelo arcilloso o arenoso), y en 
consecuencia se observó una respuesta diferencial en el crecimiento de plantas de trigo. 
Por otro lado, las investigaciones de Kaur et al. (2009) demostraron que se requiere una 
mayor concentración del aleloquímico m-tirosina, proveniente de Festuca rubra L. para 
provocar fitotoxicidad (disminución del crecimiento radical) en plantas de Lactuca 
sativa (L.), Phalaris minor (Retz.) y Bambusa arundinacea (Retz.) Willd cuando las 
plantas crecían en un sustrato no esterilizado comparado con los experimentos 
realizados in vitro (en cajas de Petri) o con un sustrato estéril donde la disponibilidad 
del aleloquímicos era mayor.   
En este sentido, la adsorción de los aleloquímicos en las partículas del suelo, la 
descomposición química y/o la degradación de estos compuestos a través de la 
microflora del suelo son los principales mecanismos que intervienen en la fitotoxicidad 
de estos compuestos influenciando así, el crecimiento de las plantas receptoras (Inderjit, 
2001).  
El origen de los residuos de altamisa impactan sobre la concentración de los 
aleloquímicos que se aportan al suelo, pero la descomposición diferencial de los tejidos 
en el suelo y el tipo de sustrato podrían modular la liberación y descomposición y 
actividad de los aleloquímicos en altamisa. Esto podría provocar variación en el modo 
en que se generan efectos sobre el crecimiento, la nodulación, y en consecuencia el 
rendimiento en las plantas de soja.  
Varios estudios demuestran que los residuos provenientes de malezas (Batish et 
al., 2007) como altamisa (Duke et al., 1987), liberan fitotoxinas al suelo, y pueden 
afectar el crecimiento (Lydon et al., 1997), la nodulación y la fijación biológica del N 
(Rice, 1984) del cultivo de soja. Por ejemplo, dosis crecientes de residuos de 
Chenopodium murale afectan la nodulación y en consecuencia la fijación biológica del 
N (Batish et al., 2007) en especies de leguminosas.  
Por lo tanto, el objetivo es determinar el efecto de distintas fuentes de 




nodulación y rendimiento en plantas de soja creciendo en dos tipos de sustratos: 
arcilloso y arenoso. 
 
4.2 MATERIALES Y MÉTODOS 
 
4.2.1 Sitio experimental y diseño de los tratamientos 
Durante la campaña 2008 se realizó un experimento en macetas en el campo 
experimental de la Facultad de Agronomía de la Universidad de Buenos Aires (34° 
37’S, 58° 20’O). Las condiciones meteorológicas (temperatura y precipitación) fueron 
registradas de la Estación Meteorológica Villa Ortúzar (34° 35’S, 58° 25’O) (Cuadro 
4.1). 
 
Cuadro 4.1 Temperaturas máximas y mínimas (ºC) y precipitaciones (mm) registradas 











Máxima Mínima  
Enero 28,7 21,3 59,4 
Febrero 29,9 20,7 91,7 
Marzo 26,6 17,6 123,4 
Abril 24,9 13,1 39,4 
Mayo 21,6 9,4 7,7 
 
El experimento tuvo un diseño completamente aleatorizado en arreglo factorial con 
5 repeticiones, Los 8 tratamientos resultaron de la combinación factorial de 4 niveles de 
fuente de aleloquímicos de altamisa (BS, biomasa seca; BV, biomasa verde de altamisa; A, 
Artemisinina pura y C, Control, sin agregado de ninguna fuente) y 2 niveles de sustrato 
(SARCILLOSO, suelo de textura arcillosa y SARENOSO, suelo de textura franca arenosa).  
 
Fuentes de aleloquímicos de altamisa 
El residuo seco de plantas de altamisa se recolectó manualmente de las parcelas D5, 
C-, H- (monocultura de altamisa, sin carbón y sin herbicida), provenientes del experimento a 
campo del año anterior (Exp. 2, 2007). Estas parcelas se mantuvieron de un año a otro sin 
cultivar con el objetivo de recolectar el material vegetal senescente y verde al año siguiente. 
La cantidad de residuo seco aplicado en las macetas se estimó de acuerdo al volumen de 
biomasa acumulada sobre el perfil del suelo del experimento a campo (Exp. 2, 2007), de 
manera tal de “imitar” las condiciones de cantidad y calidad de biomasa de altamisa (Cuadro 




parcelas experimentales. La cantidad de altamisa verde aplicada se determinó de acuerdo a la 
proporción del residuo seco determinado corregida por el contenido de humedad. En las 
plantas de altamisa, se separó la biomasa de las hojas e inflorescencias (H e I), de las del tallo 
principal. La porción de la biomasa de H e I fue trozada hasta lograr fracciones de 20 cm de 
largo aproximadamente.   
Ambos residuos se incorporaron manualmente en los primeros 7 cm del suelo de 
las macetas (unidades experimentales) para imitar las condiciones habituales de 
remoción de manejo a campo. El contenido de artemisinina de los residuos se determinó 
según la metodología provista por Qian et al. (2005) (Cuadro 4.2).  
 
Cuadro 4.2 Cantidad de residuos aplicados y nivel de artemisinina en hoja (%) 





Artemisinina b  Control 
Residuo (ga maceta-1)       40           40 0,0058      - 
Nivel de artemisinina (%) 0,49 c 0,45 c        98      - 
a
 peso expresado sobre base seca. 
b
 Sigma-Aldrich, 98% (St. Louis, Missouri, USA) 
c
 Determinación sobre el residuo seco y verde según Metodología Qian et al., 2005. 
 
Con el fin de lograr una disponibilidad gradual de la artemisina en el sustrato de las 
macetas del tratamiento A, la dosis de este compuesto se particionó (Delabays et al., 2008) en 
cuatro dosis porcentuales de 0,15; 0,35; 0,25 y 0,25 del total. Estas dosis se aplicaron 
semanalmente junto con el riego. En el tratamiento control, no se aplicó ninguna fuente de 
artemisinina ni de biomasa. 
 
Tipos de sustratos 
Para generar distintas calidades de suelo como nivel SARCILLOSO se utilizó el suelo 
proveniente del campo experimental aledaño a los experimentos realizados en el 2006 y 2007, 
que no tuviera historia de altamisa, y por lo tanto, pudiera afectar la respuesta en las plantas de 
soja. Las macetas (23 l) del sustrato arcilloso, se llenaron con este suelo, clasificado como un 
Argiudol vértico (Taxonomía del USDA, 1999) compuesto por una relación de arena: 
arcilla: limo, 10:35:55. Mientras que el suelo del nivel SARENOSO se realizó con una mezcla 
del suelo descripto y arena, en una proporción 50/50 (suelo/arena, respectivamente). Previo a 
la siembra de la soja, se determinaron las propiedades químicas y físicas de ambos 
sustratos utilizados (Anexo 4.1 a y b). A los fines de este capítulo se hará referencia al 
tratamiento SARCILLOSO a aquel sustrato sin el agregado de arena, y al SARENOSO suelo en el 
que se agregó arena, las clases texturales de ambos sustratos se presentan en el Anexo 
4.1 b.  
El 5 de enero de 2008 se sembraron 5 semillas de soja por maceta (Grupo de 
madurez IV, DM 4800 resistente a glifosato), previamente inoculadas con 
Bradyrhizobium japonicum (109 UFC/ g inoculante), conteniendo los diferentes 
tratamientos de altamisa y sustrato. En el momento de la emergencia de soja (VE, Fehr 




experimento las plantas se regaron periódicamente con el objetivo de mantener el suelo 
cerca de capacidad de campo durante la estación de crecimiento. Con el objetivo de 
prevenir la incidencia de plagas se aplicó un insecticida (Clorpirifós, 48 % i.a./l, dosis 
equivalente a 0,40 l/ha) en el estado de V2 de soja (Fehr y Caviness, 1977).  
 
4.2.2 Determinaciones 
En el estado vegetativo (V4) y en floración de soja (R1; Fehr y Caviness, 1977), 
a fin de evaluar la biomasa aérea total acumulada, se cosechó manualmente la biomasa 
aérea total de las plantas de soja y se extrajeron muestras de raíces con un cilindro (0,25 
m x 0,18 m de diámetro) conteniendo las raíces primarias y secundarias y los nódulos, 
en 5 unidades experimentales (maceta) de cada tratamiento y para cada estado 
ontogénico. Las muestras de raíces se lavaron en una zaranda con malla de 1 mm de 
diámetro, a fin de evaluar: biomasa radical, número y peso de nódulos y el peso 
específico de nódulos (peso de nódulo/nódulo).  
En madurez fisiológica (R8; Fehr y Caviness, 1977) se cosechó la biomasa aérea 
total de cada unidad experimental, determinándose la biomasa aérea total acumulada y 
el rendimiento en grano.  
El peso seco de todas las variables se determinó colocando las muestras en 
estufa a 68 ºC de temperatura hasta alcanzar su peso constante. 
Dado que se contó con baja disponibilidad del aleloquímico artemisinina, se evaluó el 
tratamiento A (artemisinina pura) en las plantas de soja destinadas a la cosecha de los estadios 
ontogénicos V4 y R8 (Fehr y Caviness, 1977). 
 
4.2.3 Análisis estadístico 
La biomasa aérea de soja, el número y peso de nódulos, el peso específico y el 
rendimiento se analizaron a través de un ANVA mediante el programa STADISTICA 
versión 7 (StatSoft, Inc., 2004). La medias de los tratamientos se separaron a través del 




4.3.1 Nodulación y crecimiento radical de la soja 
En ambos estados ontogénicos de soja (V4 y R1), no se observaron interacciones 
entre los factores fuente de altamisa y tipo de sustrato sobre la biomasa y la biomasa de 
nódulos (Cuadro 4.3, Fig. 4.1). Solamente, en el estado de V4, la biomasa de nódulos 









Cuadro 4.3 Número y biomasa de nódulos de soja para el factor fuente de altamisa 
(FA), sustrato (S) y su interacción. Valores medios en el estado ontogénico de 4 hojas 
(V4) y floración (R1) de soja (Fehr y Caviness, 1977). 
 










Factor Nivel* (N maceta-1) (g maceta-1)  (N maceta-1)  (g maceta-1) 
FA C 47,86 (12,95) 0,21 (0,04)  46,10 (8,31) b 0,30 (0,05) 
 BS 44,25 (3,71) 0,21 (0,03)  81,56 (10,26) a 0,43 (0,06) 
 BV 36,44 (6,92) 0,17 (0,04)  51,44 (8,57) b 0,31 (0,05) 
p=  0,47 0,46  0,03  0,19 
S SARCILLOSO 35,92 (4,76) 0,14 (0,03) b 55,31 (8,62)  0,32 (0,05) 
 SARENOSO 48,83 (7,70) 0,24 (0,03) a  62,60 (8,14)  0,36 (0,04) 
p=  0,14 0,01  0,57  0,50 
 FA x S C x SARCILLOSO 37,00 (7,71) 0,15 (0,04)  42,40 (13,26)  0,26 (0,06) 
 C x SARENOSO 62,33 (29,54) 0,28 (0,06)  49,80 (11,32)  0,33 (0,07) 
 BS x SARCILLOSO 44,50 (6,99) 0,19 (0,04)  82,25 (10,23)  0,44 (0,10) 
 BS x SARENOSO 44,00 (3,92) 0,22 (0,04)  81,00 (17,78)  0,42 (0,10) 
 BV x SARCILLOSO 26,25 (9,22) 0,09 (0,05)  44,50 (14,72)  0,26 (0,09) 
 BV x SARENOSO 44,60 (9,16) 0,24 (0,05)  57,00 (10,83)  0,34 (0,05) 
p=  0,53 0,36  0,88  0,78 
Entre paréntesis se encuentran los valores del error estándar de la media. 
*Datos del tratamiento A no registrados. 
 
Asimismo, la biomasa (p=0,46) y el número de nódulos (p=0,47) se mostraron 
invariantes frente a los tratamientos FA (fuentes de altamisa) para el mismo estado de 
desarrollo de las plantas de soja (V4). Sin embargo, en el estado de floración (R1), la 
biomasa seca de altamisa (BS) generó un mayor número de nódulos (p=0,03) con 
respecto al control y a BV. Del mismo modo que en la evaluación temprana de la 
nodulación (V4), la biomasa de nódulos en floración no se modificó ni por la fuente de 






























































   Control       Biomasa seca    Biomasa verde
Fuente de altamisa
 
Figura 4.1 Número y biomasa de nódulos según las fuentes de altamisa y el tipo de 
sustrato en los estados ontogénicos V4 y R1 de soja. Las líneas verticales representan el 
error estándar de la media. 
 
La mayor biomasa específica de los nódulos en V4 se encontró para el SARENOSO, 
independientemente de la fuente de altamisa (p=0,01), no difiriendo entre las fuentes de 
altamisa (p=0,72) ni en la interacción FA x S (p=0,45). Sin embargo en la floración de la 










































Figura 4.2 Biomasa específica de nódulos (mg nódulo-1) según la fuente de altamisa y 
el sustrato para los estados ontogénicos V4 y R1 de soja. Las líneas verticales 
representan el error estándar de la media. 
 
La interacción de los factores FA x S sobre la biomasa radical en V4 y R1 no fue 
significativa (p=0,08 y p=0,72, respectivamente). En el estado ontogénico V4, la 
biomasa radical por planta no difirió significativamente según las fuentes de altamisa 
evaluadas. Sin embargo, se observó un incremento del 27 % en el crecimiento radical 




SARCILLOSO vs SARENOSO, respectivamente, Fig.4.3). En la floración de soja, la biomasa 
radical de soja fue significativamente mayor para el tratamiento BS (35 %), en relación 
a los tratamientos control y de BV (p=0,02), mientras que la biomasa de raíces diminuyó 
significativamente un 31 % cuando las plantas crecieron en el sustrato con arena 
(p<0,001) (valor promedio de 2,77 vs 2,28 g planta-1 en el SARCILLOSO vs SARENOSO, 
respectivamente, Fig.4.3).  
 














































































Figura 4.3 Biomasa radical de soja (g planta-1) según las distintas fuentes de altamisa (C, 
control; BS, biomasa seca, BV, biomasa viva, y A, artemisinina pura) y suelos en V4 y R1 de 
soja. Las líneas verticales representan el error estándar de la media. Las letras indican 
diferencias significativas de acuerdo al Test de Tukey al nivel de significancia de p<0,05. Las 
interacciones FA x S no fueron significativas para la biomasa radical de soja en V4 (p=0,08) y 
R1 (p=0,72). La biomasa radical del tratamiento A en R1 no fue evaluada. 
 
4.3.2 Biomasa de soja 
En los estados ontogénicos de 4 hojas (V4) y floración (R1) se encontró una 
interacción entre la fuente de altamisa y el sustrato sobre la biomasa aérea de soja 
(p=0,02 para ambos estados ontogénicos, Cuadro 4.4, Fig. 4.4). En V4, la biomasa de 
soja de los tratamientos BV, A y C fue significativamente mayor en las plantas de soja 
creciendo en el sustrato arcilloso. La biomasa aérea de soja en los tratamientos con el 
agregado de rastrojo seco de altamisa (BS) no se modificó en los dos tipos de sustratos 
utilizados.  
En la madurez de la soja (R8), no se observaron diferencias significativas entre 




Cuadro 4.4 Biomasa aérea total de soja para los factores de fuentes de altamisa (FA), 
Sustrato (S) y su interacción. Valores medios en el estado ontogénico de 4 hojas (V4), 
floración (R1) y madurez fisiológica (R8) de soja (Fehr y Caviness, 1977). 
 
Letras dentro de cada columna significan diferencias significativas entre los 
tratamientos según el test de Tukey al nivel de p<0,05. Entre paréntesis se 
encuentran los valores de error estándar. 
1
 En el estado de R1 no se evaluó el tratamiento de artemisinina. 
2 Las medias de los tratamientos no se separaron mediante el Test de Tukey a un 




  V4  R11  R8 
  Biomasa aérea total 
Factor Nivel (g maceta-1)  (g maceta-1)  (g maceta-1) 
FA C 13,30 (1,56)  53,67 (4,35)  65,16 (3,57) 
 BS 15,00 (0,86)  60,01 (2,39)  68,20 (3,77) 
 BV 12,36 (0,99)  54,75 (2,51)  63,32 (4,26) 
 A 13,95 (2,32)     69,49 (3,29) 
p=  0,16  0,57  0,81 
S SARCILLOSO 16,00 (0,94) a 59,19 (2,88)  70,40 (3,07) 
 SARENOSO 11,29 (0,44) b 53,23 (2,62)  62,98 (2,01) 
p=  <0,0001  0,21  0,08 
FA x S C x SARCILLOSO 17,99 (1,81) a 63,73 (6,12)  65,65 (7,05) 
 C x SARENOSO 10,49 (0,78) b 46,96 (4,40)  64,67 (3,12) 
 BS x SARCILLOSO 17,24 (0,60) a 55,01 (3,83)  72,21 (7,17) 
 BS x SARENOSO 12,76 (0,70) a 63,76 (1,30)  64,20 (2,13) 
 BV x SARCILLOSO 12,98 (1,92) a 57,78 (4,42)  71,91 (0,58) 
 BV x SARENOSO 11,73 (0,73) b 52,32 (2,78)  58,16 (5,74) 
 A x SARCILLOSO 18,47 (2,51) a    72,24 (6,17) 
 A x SARENOSO 9,43 (0,51) b    66,75 (2,90) 






















































































Figura 4.4 Biomasa aérea de soja según la fuente de altamisa y el sustrato en el estado 
ontogénico de 4 hojas (V4), floración (R1) y madurez fisiológica (R8) de soja (Fehr y 
Caviness, 1977). El tratamiento A no se evaluó en floración. Las líneas verticales 
representan el error estándar de la media. El test de Tukey para la biomasa de soja en 
R1, no fue significativo al nivel de significancia p<0,05. 
 
4.3.3 Rendimiento de soja 
El rendimiento en grano se modificó según la fuente de altamisa y tipo de 
sustrato en el que crecieron las plantas de soja (p=0,02; Fig. 4.5). En el sustrato arcilloso 
el rendimiento de soja fue comparativamente mayor en presencia de la BS, BV y A con 




































Figura 4.5 Rendimiento de soja  (g maceta -1) según la fuente de altamisa y sustrato a 
madurez fisiológica (R8, Fehr y Caviness, 1977). Las líneas verticales representan el 
error estándar de la media. Las letras indican diferencias significativas de acuerdo al test 
de Tukey al nivel de significancia de p<0,05. 
  
4.3.4 Relación entre el número y la biomasa de nódulos y el rendimiento de soja 
A medida que se incrementó la biomasa y el número de nódulos el rendimiento 
tendió a aumentar considerando todos los tratamientos evaluados excepto el tratamiento 
BV de las plantas que crecieron en el sustrato arcilloso (Fig. 4.6). Es destacable que en 
BS y el SARCILLOSO se logró el máximo rendimiento (35 % mayor, con respecto al 
control) con el mínimo de peso y número de nódulos. Estos efectos no se observaron en 
el SARENOSO donde no hubo diferencias en el rendimiento para los tratamientos de fuentes 
de altamisa evaluados.  
 








































Número de nódulos (Nº planta -1)
 
Figura 4.6 Relación entre el rendimiento en grano y la biomasa (a) y número (b) de 
nódulos por planta de soja. La biomasa y número de nódulos corresponde al estado 
ontogénico de R1 (floración, Fehr y Caviness, 1977). Las líneas verticales representan 







Los resultados presentados muestran que las distintas fuentes de artemisinina 
(biomasa de altamisa seca y verde y artemisinina pura) incorporadas al suelo afectaron 
diferencialmente la biomasa aérea acumulada sólo en los estadios más tempranos de 
soja (V4) y el rendimiento en grano, dependiendo del tipo de suelo en el que crecieron 
las plantas.  
En relación a la nodulación temprana (V4), el número de nódulos no presentó 
cambios según las fuentes de aleloquímicos de altamisa ni del tipo de suelo. Sin 
embargo, la biomasa de nódulos (total por planta y específica) fue particularmente 
dependiente de que el suelo fuese arenoso o arcilloso. La mayor biomasa de nódulos en 
el SARENOSO podría deberse, por un lado, a las diferencias en la descomposición de las 
hojas de altamisa en ambos tipos de suelo y, por lo tanto, a la cantidad de aleloquímicos 
acumulados en el suelo (Rice, 1984; Dudai et al., 2009) en los tratamientos BS y BV. 
Este proceso podría estar facilitado por los microoganismos del suelo, que actúan como 
un componente responsable de la disponibilidad de los aleloquímicos (Vokou et al., 
1984; Inderjit, 2005; Kaur et al., 2009). Por el otro, podrían deberse a las diferencias en 
la fertilidad inicial del suelo dado que la nodulación es también afectada por la cantidad 
de nitrógeno (Sodek y Silva, 1996) y fósforo (Tsvetkova y Georgiev, 2003) disponibles 
en el suelo. No es de esperar que el pH de los sustratos haya influido en las respuestas 
observadas (Wardle et al., 1992), dado que los dos tipos de suelos presentaron similar 
pH (6,4 y 6,5 para el SARCILLOSO y SARENOSO, respectivamente). 
Por el contrario, en floración (R1) se observó un mayor número de nódulos en el 
tratamiento BS, sin cambios en la biomasa de los nódulos (valor por planta y promedio). 
Estos resultados coinciden con el trabajo de Heckman y Kluchinski (1995) quienes 
reportaron un incremento en el número de nódulos del 40 % con respecto al control, sin 
modificaciones en la biomasa de los nódulos de soja, cuando se incorporan al suelo 
diferentes fuentes de aleloquímicos provenientes de las hojas de Quercus rubra L., 
Juglans nigra L. y Secale cereale L., entre otros. Sin embargo, estos resultados se 
contraponen con los descriptos por otros autores, quienes observaron un efecto inhibidor 
sobre la nodulación en especies leguminosas cuando se incorporan al suelo fuentes de 
aleloquímicos (Batish et al., 2007; Batlang y Shushu, 2007). Los experimentos de 
Batish et al. (2007) demostraron que el número de nódulos de Pisum sativum se redujo 
cuando las plantas crecieron en un suelo conteniendo residuos de Chenopodium murale 
(entre 5 a 10 µ/g de suelo) mientras que tanto la biomasa como el número de nódulos 
fue nulo con 20 µ/g de éstos residuos en el suelo. Por otro lado, Batlang y Shushu 
(2007) documentaron un efecto depresor sobre el número de nódulos de Vigna 
subterranea (L.) Verdc. cuando se incorporaron al suelo residuos provenientes de 
Helianthus annuus ricos en terpenoides, particularmente sesquiterpenos (Macias et al., 
2002) Si bien, estos trabajos utilizaron a las hojas como fuente de aleloquímicos, cabe 
destacar que los metabolitos secundarios involucrados, fueron diferentes a los del 
presente estudio, a excepción de los aleloquímicos reportados por Batlang y Shushu 
(2007), cuyos grupos funcionales y responsable de las respuestas alelopáticas, son 
análogos a los aleloquímicos provenientes de altamisa.  El incremento notorio en el 
número de nódulos de soja del tratamiento BS, podría estar asociado al mayor 
crecimiento radical (35 %) de las plantas de soja. Estos resultados coinciden con el 
trabajo de Delabays et al. (2008), quienes encontraron por primera vez en altamisa, un 
efecto promotor cercano al 20 % sobre el crecimiento radical de Solanum tuberosum, 
cuando se incorporó al suelo residuos de altamisa (0,1 ml/l). Por otro lado, la 




(Jafari et al., 2011). Esta mayor relación C:N en el suelo produciría la inmovilización 
del N del suelo, favoreciendo la simbiosis y por lo tanto la nodulación (Perticari et al., 
2003). 
Como fuera demostrado en los experimentos a campo (Capítulos 2 y 3) se 
encontró un efecto positivo de los aleloquímicos provenientes de la biomasa aérea de las 
plantas de altamisa sobre la nodulación de soja, particularmente sobre el tamaño 
específico del nódulo. Este efecto positivo en la soja estuvo asociado a una mayor 
cantidad de artemisinina acumulada en el perfil de suelo de las parcelas experimentales 
(Capítulo 3). En macetas, se observó el mismo efecto positivo sobre la nodulación, 
especialmente en el SARCILLOSO (Capítulo 4) que es el mismo suelo de los experimentos a 
campo (Capítulos 2 y 3). Esta similitud entre lo observado a escala de campo y de 
maceta no coincide totalmente con los resultados reportados por otros autores. Por 
ejemplo, Batlang y Shushu (2007) observaron en experimentos a campo, que la 
nodulación de Vigna subterranea, no se afectó cuando los aleloquímicos provenían de 
plantas de Helianthus annuus compitiendo con el cultivo. Por el contrario, en 
experimentos en macetas, donde los aleloquímicos de girasol se incorporaron al 
sustrato, el número de nódulos resultó drásticamente afectado. Sin embargo, cabe 
señalar que el sustrato utilizado en este último experimento, estuvo compuesto por una 
relación: residuo de hoja:suelo, 50:50 y 75:25 (peso:peso), siendo una cantidad 
excesivamente elevada para las condiciones habituales de campo. Estos resultados 
hacen pensar, por un lado, que aún testeando el efecto de una fuente de aleloquímicos 
en una misma especie rectora, las condiciones ambientales juegan un rol importante en 
la interacción alelopática. Y por el otro, que el cambio en la escala de abordaje en el 
estudio de esta interacción no supone que los resultados puedan ocurrir en la misma 
dirección. 
La fijación biológica de N en soja es un proceso dinámico a lo largo de la 
ontogenia de la planta (Baca et al., 2000; Maddonni et al., 2003). Al comienzo del 
cultivo hasta R3 la fijación es escasa y lenta, creciendo abruptamente hasta R5/R6 para 
disminuir y luego anularse a partir de la competencia de los fotoasimilados durante el 
llenado de los granos en soja (parte del período crítico en soja). Las diferencias 
observadas entre los tratamientos de altamisa y sustrato para la biomasa aérea en los 
primeros estadios de soja (V4), podrían asociarse por un lado, a las diferencias de los 
aportes iniciales de N en los dos tipos de sustratos, y no al N aportado por la fijación 
biológica. Por el otro, la mayor biomasa aérea en el tratamiento BS, independientemente 
del sustrato en el que crecieron las plantas, podría relacionarse con el mayor crecimiento 
radical (Delabays et al., 2008) debido a la presencia de los aleloquímicos en este 
tratamiento. A diferencia de lo reportado por Lydon et al. (1997), la falta de 
significancia en las biomasas aéreas de los estados avanzados de las plantas de soja (R1 
y R8) probablemente estén asociados a que tanto al N acumulado en planta como al N 
aportado por la fijación biológica, no sean limitantes para la producción de biomasa en 
estos estadios reproductivos. Sin embargo, las diferencias observadas en el rendimiento 
en grano, estén asociadas a que en este momento el N sea un recurso limitante, y esta 
fuente de N sea abastecida tanto por el N absorbido durante su crecimiento de la planta, 
como por la fijación biológica del N. Esta última fuente de N, podría variar como 
respuesta a las diferentes fuentes de altamisa incorporadas en el suelo (Rice, 1984) y a 
los cambios asociados por parte de los aleloquímicos sobre las bacterias fijadores de N 
tal como lo encontrado por Chouliaras et al. (2007), pero con aleloquímicos 
provenientes de hojas de Ocimum basilicum L. Asimismo, es destacable que el 
rendimiento resultó mayor para los tratamientos BS y BV con el SARCILLOSO con respecto 




podría estar asociado por un lado, al mayor crecimiento radical observado y, por el otro, 
a un incremento cercano al 76 % en el número de nódulos.  
Existió una tendencia positiva de incremento del rendimiento a medida que se 
incrementó la biomasa o el número de nódulos para todos los tratamientos, excepto para 
BV con SARCILLOSO. No obstante, en el tratamiento en BV el rendimiento fue similar al del 
BS en el sustrato arcilloso, a pesar de que el número y la biomasa de nódulos se 
redujeron casi a la mitad. Estas diferencias, podrían explicarse a través de cambios en la 
microflora del suelo (Indejit, 2001; 2005), dados por la incorporación de la biomasa 
verde de altamisa que posee una menor relación C:N. Esto podría retrasar la simbiosis 
debido a que hay aportes de N por mineralización y por lo tanto un limitado suplemento 
de C hacia el nódulo (Perticari et al., 2003). Sin embargo, a pesar de estas diferencias 
halladas en el número y biomasa de nódulos en ambos tratamientos, la biomasa 
específica de los nódulos en el SARCILLOSO tendió a ser mayor en BV con respecto a BS. 
Esto podría deberse a las diferencias en la composición de aleloquímicos provenientes 
de ambas fuentes de altamisa (BS vs BV). A pesar de que el contenido de artemisinina 
fue similar en ambas fuentes, otros aleloquímicos podrían intervenir en esta respuesta 
(Lydon et al., 1997; Delabays et al., 2008). Por otro lado, el mayor rendimiento 
observado en el SARCILLOSO en comparación con el suelo arenoso, podría deberse a la 
mayor cantidad de aleloquímicos adsorbidos en el sustrato arcilloso, dado el mayor 
contenido de arcilla que actúa como adsorbente (Dudai et al., 2009), y por lo tanto, los 
aleloquímicos podrían estar menos disponibles para las plantas.  
A pesar de los numerosos trabajos que evidencian el efecto inhibitorio de 
residuos provenientes de hojas de altamisa (Duke et al., 1987; Lydon et al., 1997) los 
resultados provistos en este capítulo evidencian un efecto neutro o positivo de las 
distintas fuentes de altamisa con respecto al control. Si bien la alelopatía puede 
comprender las interacciones tanto de estimulación como de inhibición sobre las 
especies que lo perciben (Rice, 1984), son escasos los estudios que evidencian el efecto 
positivo de la alelopatía sobre plantas o microorganismos (Mallik y Tesfai, 1987; 1990; 
Mallik y Williams, 2005). Aunque el modo de acción del aleloquímico artemisinina aún 
es desconocido (Duke y Dayan, 2006; Delabays et al., 2008) el efecto alelopático 
observado de la artemisinina y de otros aleloquímicos provenientes de altamisa, jugarían 
un rol ecológico bajo condiciones de campo. La artemisinina es una sustancia bastante 
estable en suelo, permaneciendo entre 56 (Lheureux, 2001) a 70 días (Delabays et al., 
2008), cuando se incorporan las hojas verdes de altamisa en el suelo o por muchas 
semanas, cuando se trata de hojas secas (Simonnet et al., 2001). En estos sistemas, la 
altamisa funcionaría como una maleza alelopática competidora sobre de especies de 
malezas, sin afectar el cultivo de soja, dentro del rango de densidades (Capítulos 2 y 3) 
y biomasas (Capítulo 4) evaluados. 
En el experimento del presente capítulo, el suelo utilizado no se esterilizó dada 
la importancia de los microorganismos del suelo en detoxificar o magnificar la 
fitotoxicidad de los aleloquímicos que ingresan al ambiente edáfico. De esta manera se 
logró detectar la actividad alelopática sobre las especies receptoras (Inderjit, 2005). Un 
ejemplo del efecto detoxificante de los microrganismos sobre los aleloquímicos del 
suelo, lo constituyen las investigaciones realizadas por Kaur et al. (2009), quienes 
demostraron que el crecimiento radical en Bambusa arundinacea no se afectó ante 
incrementos de un aleloquímico (de 0 a 136 µ de m-tirosina/g de suelo) en un suelo sin 
esterilizar, mientras que el crecimiento de las raíces en altas dosis (136 µ/g) se redujo en 
un 80 % cuando el suelo fue esterilizado. En cuanto al efecto magnificador, Inderjit y 




Artemisia vulgaris L. usando un suelo esterilizado y sin esterilizar. De ese modo 
observaron una reducción significativa en el crecimiento radical de Trifolium pratense 
L. en el suelo sin esterilizar comparado con el control, mientras que las raíces no 
presentaron ningún cambio en el suelo esterilizado. Sería importante determinar cómo 
influyen el clima y las propiedades del sustrato sobre el rol de los microorganismos del 
suelo en la alelopatía. 
La alelopatía ha recibido mucha atención tal como lo demuestran las numerosas 
publicaciones en este área (Rice, 1984; Anaya 1999; Ridenour y Callaway, 2001; 
Inderjit y Nilsen, 2003; Inderjit 2005; Kaur et al., 2009, entre otras). A pesar de los 
numerosos trabajos que evidencian el efecto inhibitorio de los residuos provenientes de 
hojas de altamisa en ensayos en macetas (Duke et al., 1987; Lydon et al., 1997) y a 
campo (Delabays et al., 2008) y del aleloquímico artemisinina (Jessing et al., 2009) 
como la sustancia pura agregada en macetas, los resultados provistos en este capítulo 
evidenciaron un efecto neutro o positivo de las distintas fuentes de altamisa con 
respecto al control, pero en ningún caso de inhibición. Las diferencias de estos estudios 
con los resultados en este capítulo podrían deberse a las concentraciones de fuentes de 
altamisa y a su forma de aplicación en el sustrato y las plantas receptoras testeadas. Por 
ejemplo, un concentración 0,37 a 1,10 % de hojas de altamisa (volumen de hojas 
volumen de suelo), inhibieron el crecimiento de plantas de soja de un 20 a un 50 % 
(Lydon et al., 1997), mientras que Delabays et al, (2008) reportaron la disminución en 
el crecimiento de un 22 a 52 % con respecto al control, cuando se incorporaron de 50 a 
400 g de hojas de altamisa por m-2 de suelo. 
Es posible que las diferentes respuestas observadas en los dos tipos de sustratos 
evaluados estén asociadas a las diferencias en las propiedades físicas, químicas y 
biológicas entre estos sustratos. Sin embargo, serían necesarios más estudios a fin de 
detectar si dosis crecientes de estas fuentes de altamisa (constituidos por el aceite 
esencial y la artemisinina), afectarían los procesos de nodulación y fijación biológica 
del N y el crecimiento en el cultivo de soja. También es destacable que tanto la 
competencia intraespecífica (mayor número de plantas de soja en una misma maceta) o 
la competencia interespecífica por parte de altamisa, podrían generar otro tipo de 
respuestas a los resultados hallados en el presente capítulo. Sin embargo, como se 
discutió en los capítulos anteriores (2 y 3), la altamisa ejerció un efecto neutro o 
positivo sobre la soja. 
Por definición, la interacción alelopática involucra al menos un aleloquímico 
(Vokou et al., 2006). Este efecto sobre el cultivo, puede estar dado a través de las 
plantas vivas (i.e. artemisinina y aceite esencial, Capítulos 2 y 3) o a través de los 
órganos caídos (e.g. hojas) o un aleloquímico determinado (presente capítulo), 
interactuando con el medio edáfico y los microorganismos del suelo (Inderjit, 2005). Sin 
embargo, resulta interesante investigar, de que manera la acción conjunta o individual 
de los aleloquímicos de altamisa, producen un efecto sobre la fijación biológica del N, y 
más específicamente sobre la bacteria fijadora de N en soja, B. japonicum.  
Los resultados presentados apoyan los interrogantes que serán abordados en el 
Capítulo 5: (i) ¿Existe un efecto directo de los aleloquímicos (artemisinina y aceite 
esencial) provenientes de altamisa sobre el crecimiento de Bradyrhizobium japonicum, 
bacteria encargada de la fijación biológica del nitrógeno (FBN)?, y (ii) El efecto de los 
aleloquímicos, ¿será distinto si el terpeno es volátil (aceite esencial) o no volátil 








De acuerdo a lo planteado en el objetivo de este capítulo, se determinó el efecto 
de distintas fuentes de artemisinina (biomasa de altamisa verde, seca y artemisinina 
pura) sobre el crecimiento, nodulación y rendimiento en plantas de soja creciendo en 
dos tipos de sustratos: arcilloso y arenoso. Los resultados hallados permiten concluir:  
(i) Los aleloquímicos provenientes de altamisa no evidenciaron ningún efecto 
negativo sobre la biomasa y el rendimiento de soja. Contrariamente a lo esperado, el 
tratamiento de artemisinina pura no tuvo un efecto negativo sobre la soja, según la dosis 
evaluada. 
(ii) La respuesta de soja, medida a través de la biomasa y el peso específico de 
nódulos en V4, y el rendimiento, difirió según las fuentes de altamisa y el tipo de suelo.
  CAPITULO 5 
Efectos de los aleloquímicos de altamisa sobre el crecimiento  







Numerosos microorganismos del suelo, i.e. bacterias fijadoras de N, bacterias 
promotoras del crecimiento vegetal, micorrizas arbusculares y endófitos,  pueden afectar 
el crecimiento y rendimiento de las especies vegetales. La soja, como el resto de las 
leguminosas, tiene la capacidad de asociarse de forma simbiótica con un grupo de 
bacterias fijadoras de N llamadas rizobios del género Bradyrhizobium. Estos 
microorganismos, encargados de la fijación biológica del N, transfieren entre un 80 a 90 
% del N fijado a la planta (Maddonni et al., 2003). La importancia de la fijación 
biológica está dada no sólo por la cantidad de N que aporta al cultivo sino también 
porque dicho aporte se produce durante el período crítico para la determinación del 
rendimiento (R4-R6, Fehr y Caviness, 1977).  
Los aleloquímicos liberados al ambiente por varias especies de malezas 
deprimen no solo el crecimiento de los cultivos sino también el de los microorganismos 
como Rhizobium leguminosarum y R. japonicum, afectando la fijación biológica del 
nitrógeno en diversas especies de leguminosas (Rice, 1979; Putman y Weston, 1986; 
Batish et al., 2007). Muchos trabajos evidencian la fitotoxicidad de los aceites 
esenciales y los terpenos no volátiles del género Artemisia sobre las especies vegetales 
(Lydon et al., 1997), los herbívoros (Kordali et al., 2006) y los microorganismos (Setzer 
et al., 2004; Laciar et al., 2009) que los reciben. En este sentido, la actividad alelopática 
de A. annua, maleza que acompaña al cultivo de soja (de la Fuente et al., 1999 y 2006, 
Faccini y Puricelli, 2007), es atribuida principalmente al metabolito secundario 
artemisinina, sesquiterpeno lactona no volátil (Delabays et al., 2001) y a otros 
compuestos del aceite esencial (Lydon et al., 1997) que se sintetizan principalmente en 
los tricomas grandulares de la biomasa aérea de altamisa (Ferreira et el, 2005). Varios 
trabajos reportan el efecto de estos compuestos con diferentes mecanismos de acción 
(Stiles et al., 1994; Romagni et al., 2000; Abrahim et al., 2003, Burt, 2004). Por 
ejemplo, Stiles et al. (1994) destacan a la artemisinina como un compuesto inhibidor de 
la respiración en Lemma minor L. Mientras que entre los compuestos, constituyentes del 
aceite esencial de altamisa (Cuadro Anexo 5.1), se destacan por su actividad biológica: 
el 1,8 cineol, por inhibir la mitosis (Romagni et al., 2000), el alfa-pineno, por 
desacoplar la fosforilación oxidativa e inhibir el transporte de electrones en la 
mitocondria (Abrahim et al., 2003) y la tuyona y el alcanfor, por causar alteraciones en 
las membranas de las bacterias (Burt, 2004). 
Por otro lado, la actividad de los aleloquímicos sobre la especie receptora no 
solo dependerá de las cantidades relativas de los mismos, sino también de las 
interacciones entres los compuestos (Einhelling, 1999), dado que pueden inhibir o 
potenciar sus modos de acción (Inderjit et al., 2005). Por ejemplo, Kong et al. (1999) 
investigaron las interacciones entre aleloquímicos presentes en Argeratum conyzoides L. 
y encontraron un efecto sinérgico entre los terpenoides provenientes de esta especie.  
A pesar de que los efectos negativos de los aleloquímicos sobre los 
microorganismos como B. japonicum sean los más documentados (Mallik y Tesfai, 
1987), existen en la bibliografía evidencias sobre la estimulación en el crecimiento de 
esta bacteria dependiendo del tipo de aleloquímico involucrado. Por ejemplo, Mallik y 
Williams (2005) reportaron un efecto promotor sobre el crecimiento de bacterias de B. 
japonicum cuando se incorporaron al medio de cultivo, de 2 a 10 mg ml-1 de 
aleloquímicos provientes de Chenopodium album y Setaria viridis (L.) P. Beauv. 
Asimismo, puede haber respuestas no lineales de las dosis sobre el crecimiento 




DC., que estimula el crecimiento de B. japonicum con concentraciones entre 2 a 4 mg 
ml-1 mientras que a niveles mayores a 4 mg ml-1 lo inhiben (Mallik y Tesfai, 1987). 
En este contexto, debido a la importancia para el cultivo de soja del aporte de N 
fijado y a la sensibilidad de estas bacterias fijadoras a los aleloquímicos (Rice, 1979; 
Batish et al., 2007), por un lado, y a la presencia de los aleloquímicos en altamisa 
(artemisinina y aceite esencial) que llegan al suelo (Delabays et al., 2008; Jessing et al., 
2009), por el otro, es necesario estudiar la relación B. japonicum-altamisa, dado que en 
la actualidad no existe bibliografía que documente la interacción de ambos 
componentes. Conocer los efectos de los aleloquímicos provenientes de altamisa sobre 
el crecimiento de la bacteria, contribuiría en gran medida a dilucidar la existencia de 
fitotoxicidad por parte de diferentes fuentes y concentraciones de aleloquímicos 
provenientes de altamisa sobre la bacteria responsable de la fijación biológica de 
nitrógeno (FBN).  
Por lo expuesto, los objetivos de este capítulo son evaluar el efecto directo de los 
aleloquímicos provenientes de A. annua (i) artemisinina, compuesto no volátil, (ii) 
aceite esencial, de menor peso molecular y (iii) la mezcla de ambos compuestos, sobre 
el crecimiento de Bradyrhizobium japonicum, bacteria utilizada en la formulación de los 
inoculantes comerciales para semillas de soja.   
 
5.2 MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Con el objetivo de evaluar y medir el crecimiento de la bacteria fijadora de N, 
Bradyrhizobium japonicum ante el agregado de aleloquímicos volátiles y no volátiles, se 
realizaron dos experimentos en condiciones controladas en los laboratorios de las 
Cátedras de Microbiología (experimento cualitativo) y de Bioquímica (experimento 
cuantitativo) de la FAUBA. Además, con la finalidad de testear la variabilidad de la 
respuesta de B. japonicum ante los tratamientos de los aleloquímicos, se utilizaron dos 
cepas de B. japonicum provenientes de diferentes inoculantes comerciales. En el 
experimento cualitativo se utilizó Bradyrhizobium japonicum E109, una cepa muy 
utilizada en la formulación de los inoculantes en la Argentina (Soria et al., 2006), 
mientras que en el experimento cuantitativo se utilizó la cepa SEMIA 5079, procedente 
de otro inoculante comercial. 
 
5.2.1 Experimento Cualitativo 
Cultivo de B. japonicum 
A partir de un inoculante comercial se aislaron y cultivaron en medio líquido 
células de B. japonicum. Estos aislamientos se inocularon (dilución 1:100) en matraces 
de mayor volumen provistos de tapón de algodón. Las bacterias se cultivaron 
aeróbicamente en medio manitol-extracto levadura (YMB, Vincent, 1970) (Cuadro 5.1) 









Cuadro 5.1 Composición del medio Manitol-extracto levadura (Vincent, 1970). 
 
Compuestos Cantidad 
Manitol 10 g 
K2HPO4.3H2O 0,66 g 
MgSO4.7 H2O 0,2 g 
NaCl 0,1 g 0,1 g 
Extracto de levadura  0,5 g 
FeCl3.6 H2O (10 %) 50 ml 
MnSO4 (10%) 50 ml 
H2O destilada c.s.p.  1 L 
Ajustar el pH ≈ 6,8 con NaOH 
10 N  
 
 
El medio de cultivo se preparó con los mismos componentes y cantidades del 
medio Manitol-extracto levadura con el agregado de 5 ml de Rojo congo (0,25 %) y 15 
g de Agar (YMA, Vincent 1970). Cuando se obtuvo el volumen final se corrigió el pH 
(6,8) con NaOH 10 N. El medio de cultivo se trasvasó recipientes de vidrio (15 ml) con 
tapa y se esterilizaron en autoclave. Los mismos se mantuvieron a temperatura ambiente 
(20 °C) hasta su utilización.  
 
Diseño del experimento  
El experimento fue DCA en arreglo factorial con 3 repeticiones. Los factores 
fueron: artemisinina, con tres niveles (A1, A2 y A3), aceite esencial, con dos niveles (E1 
y E2), el efecto de interacción de ambos con un nivel (A2 x E1) y el control (C). Los 
niveles de los tratamientos de los aleloquímicos (Cuadro 5.2) surgieron de las 
concentraciones reportadas en la bibliografía (Chen y Leather 1990, Kordali et al, 
2006). Asimismo, los niveles bajos de artemisinina (A1 y A2), se determinaron en base a 
los menores niveles de artemisinina adsorbidos en el carbón activado de las parcelas 
experimentales a campo, mientras que el nivel alto (A3) surgió del promedio de los 
mayores niveles de este compuesto retenido en el adsorbente proveniente de las parcelas 
experimentales de mayor densidad (Capítulo 3). Tanto los niveles de artemisinina como 
los del aceite esencial no fueron los mismos que los cuantificados en el campo 
experimental, dado que a campo, la tasa de liberación de estos compuestos son menores 
en relación a los bioensayos, donde la disponibilidad del aleloquímico es el 100 % 
(Kaur et al., 2009).  
El nivel A2 x E1 se determinó considerando la acción combinada de los 
aleloquímicos provenientes de las hojas e inflorescencias de altamisa, como ocurre en 
los sistemas naturales. Dentro de esta interacción se testeó el nivel medio de 
artemisinina (A2) y el nivel bajo de aceite esencial (E1) por considerarse niveles mas 


















aSolución patrón de artemisinina: 1 mg de artemisinina/100 ml de etanol 
(pH=5). b  Aceite esencial: 0,49 ml de aceite esencial/100 g de biomasa 
seca. 
 
Con el fin de agregar las soluciones de los diferentes tratamientos (Cuadro 5.2), 
cada medio de cultivo se mantuvo líquido mediante un baño termostatizado (55 °C) y 
luego se mezcló por agitación. 
La solución patrón de artemisinina se preparó utilizando 1 mg de artemisinina 
(C15H22O5, Mr: 282,33 g mol-1, Sigma-Aldrich, 98 %) en 100 ml de etanol. De la 
solución patrón se tomó una alícuota según el tratamiento, y se disolvió en el medio 
líquido YMA, dando como resultado los tratamientos A1, A2 y A3 (Cuadro 5.2). 
El aceite esencial de altamisa se extrajo de la biomasa de hojas e inflorescencias 
de A annua del tratamiento de monocultura de altamisa (D5) del experimento 2 (Año 
2007). El proceso de extracción y determinación de la composición del aceite esencial 
(Anexo 5.1), se realizó según la metodología descripta en el capítulo 3.  En los 
tratamientos E1 y E2 se tomó la concentración especificada (Cuadro 5.1) y se disolvió 
en el medio de cultivo líquido YMA. 
El nivel del factor de interacción A2 x E1 se preparó adicionando al medio de 
cultivo el componente de artemisinina 4 µl ml-1 más el componente de aceite esencial 
1,6 µl ml-1. Asimismo el tratamiento control se preparó disolviendo 10 µl de etanol en 
15 ml del medio de cultivo YMA (Cuadro 5.2).  
 
Aplicación de los tratamientos 
A la siembra del inóculo, se colocaron 3 ml de medio de cultivo conteniendo su 
respectivo tratamiento, en placas de Petri (5 ml). Una vez solidificado el medio, se 
sembraron las bacterias (100 µl) en las cajas de Petri y se cultivaron en estufa a 30 °C 
por 120 h. La preparación de los reactivos y los medios de cultivo así como la 
aplicación de los tratamientos, se realizaron bajo flujo laminar para evitar la 
contaminación de los mismos. 
 
Factor Nivel Concentración de aleloquímicos 
por ml de medio de cultivo 
YMA 
Artemisinina pura a A1 2 µl ml-1 
 A2 4 µl ml-1 
 A3 80 µlml -1 
Aceite esencial b E1 1,6 µl ml-1 
 E2 3,46 µl ml-1 
Interacción  A2 x E1 4 µla ml-1 + 1,6b µl ml-1 




5.2.2 Experimento Cuantitativo 
El cultivo de B. japonicum, el medio y los tratamientos testeados se llevaron a 
cabo como se indica en el apartado anterior 5.2.1., excepto por la dilución del cultivo de 
células de B. japonicum y los niveles del factor  aceite esencial evaluados.  
En cuanto al cultivo de B. japonicum en medio líquido, se llevó a cabo una 
dilución seriada desde 1:10 hasta 1:100.000 con el objetivo de detectar la dilución en la 
que mejor se observaron las colonias para ser cuantificadas. El experimento se realizó 
por triplicado.  
En este ensayo, dado que no se contaba con suficiente cantidad de aceite 
esencial para realizar los dos niveles de E, sólo se pudieron realizar el nivel E1 y la 
interacción A1 x E1. Luego de la aplicación de los 6 tratamientos de aleloquímicos, las 
bacterias se cultivaron en estufa a 30 °C por 120 h. 
 
5.2.3 Determinaciones 
Cinco días posteriores a la aplicación de los tratamientos y a la siembra de B. 
japonicum, en el experimento cualitativo, se determinó visualmente el crecimiento (“en 
césped”) de las bacterias. Paralelamente se tomaron imágenes fotográficas de cada 
tratamiento con cámara digital. Mientras que en el experimento cuantitativo, luego de 5 
días desde la siembra de la bacteria, se cuantificó el número de colonias formadoras 
(UFC) en la dilución de bacterias 1:10000. Asimismo, se midió el pH de la solución de 
artemisinina de manera de constatar que el efecto sobre el crecimiento bacteriano fue 
producto de los aleloquímicos, y no debido a variaciones en el pH de las soluciones 
testeadas (Wardle et al., 1992). A los 9 días posteriores a la aplicación de los 
tratamientos (216 h), se registró el crecimiento de las UFC a través de imágenes 
fotográficas tomadas en el centro de cada caja de Petri, con lupa Leica (MZ6), con 
aumento 6,3x, a una misma distancia focal. Con fines ilustrativos, se muestra sólo una 




5.3.1 Experimento Cualitativo 
En este experimento se observó que las concentraciones A1 y A2 produjeron una 
reducción similar del crecimiento respecto al control, a pesar de que la concentración de 
artemisinina en A2 (4 µl ml-1), fuese el doble que en A1 (2 µl ml-1). Mientras que la 
dosis más elevada de artemisinnina (A3) impidió totalmente el crecimiento bacteriano 








Figura 5.1 Fotografía explicativa del experimento cualitativo. Observación del 
crecimiento de B. japonicum a los 5 días desde su siembra, según los tratamientos 
control (C) y de artemisinina A1, A2 y A3 (2, 4 y 80 µl ml-1, respectivamente). A los 
fines ilustrativos se muestra una sola repetición de las tres evaluadas. Las fotografías se 
tomaron en el centro de cada placa a la misma distancia focal en todos los tratamientos. 
En la Figura Anexo 5.1 se muestra la foto de todas las repeticiones. 
 
Con respecto a los tratamientos de aceite esencial, se pudo observar que el 
aumento del nivel de aceite esencial de E1 a E2, trajo aparejado una disminución en el 
crecimiento de las bacterias (Fig. 5.2). Por otro lado, parece haber un efecto aditivo 
negativo sobre el crecimiento de B. japonicum al incorporarse conjuntamente la 




Figura 5.2 Fotografía explicativa del experimento cualitativo. Observación del 
crecimiento de B. japonicum a los 5 días desde su siembra, según los tratamientos 
control (C), de aceite esencial E1 y E2 (1,6 y 3,46 µl ml-1, respectivamente), y la 
interacción de artemisinina y aceite esencial A2xE1 (4 µl ml-1de artemisinina x 1,6 µl 
ml-1de aceite esencial). A los fines ilustrativos se muestra una sola repetición de las tres 
evaluadas. En la Figura Anexo 5.2 se muestra la foto de todas las repeticiones. 
 
5.3.2 Experimento Cuantitativo 
En el recuento de bacterias, se observó una disminución de las UFC para los 
tratamientos A1 y A2 pero ambos valores se asemejaron al control. Sin embargo,  la 
concentración de 80 µl ml-1 (A3) inhibió el crecimiento. En el A2, los valores de UFC 
fueron más cercanos al control a pesar de que la dosis de artemisinina en el medio fue el 
doble con respecto a A1. Con respecto al tratamiento de aceite esencial E1, hubo una 
disminución en la cantidad de UFC. En relación al tratamiento de interacción 
artemisinina por aceite esencial (A2 x E1), se cuantificó un nivel muy inferior de UFC 
con respecto al resto de los tratamientos y comparadas con el control pero superior a A3 
(Fig. 5.3). El error estándar de la media de los tratamientos C, A1, A2 y E1 fue nulo 
















Figura 5.3 Unidades formadoras de colonia (UFC ml -1) de Bradhyrizobium japonicum 
a los 5 días desde su siembra, según los tratamientos de control (C), dosis crecientes de 
artemisinina (A1, A2 y A3, 2, 4 y 80 µl ml-1, respectivamente), aceite esencial de 
altamisa (E1, 1,6 µl ml-1) y su interacción (A2 x E1, 4 µl ml-1de artemisinina x 1,6 µl 
ml-1de aceite esencial). El error estándar de la media de los tratamientos C, A1, A2 y E1 
fue nulo dado que las UFC no variaron en las tres repeticiones. 
 
 
En el control (C, foto central de la Fig 5.4) se pudo observar no solo un mayor 
número de colonias, sino además un mayor tamaño (Fig 5.3, Foto 5.4) de las mismas. 
Con respecto a los tratamientos de artemisinina, en A1 se visualizó una menor cantidad 
de colonias y de menor tamaño. Sin embargo, tal como se cuantificó en el recuento, en 
el tratamiento A2 se asemejó al control, observándose colonias casi del mismo tamaño 
para ambos tratamientos. Si bien en el recuento de UFC el crecimiento de B. japonicum 
en el tratamiento A3 fue nulo, en las imágenes tomadas con lupa se evidenció el 
crecimiento de las bacterias, debido a que las fotos fueron registradas cuatro días 
posteriores al recuento (Fig. 5.4). Al parecer, en el tratamiento A3, la dosis de 80 µl ml-1 
de artemisinina generaría una disminución en el crecimiento bacteriano, siendo nulo su 
crecimiento a las 120 h desde la inoculación. Este mismo patrón se observó en el 
experimento cualitativo. Con respecto a E1 se hizo notable la baja densidad de la 
colonia, mientras que llamativamente en la interacción A2 x E1, si bien es menor la 
















Figura 5.4 Esquema de imágenes de colonias de Bradhyrizobium japonicum de los 
tratamientos de artemisinina (A1, 2 µl ml-1; A2, 4 µl ml-1 y A3, 80 µl ml-1), aceite 
esencial (E1, 1,6 µl ml-1) y su interacción (4 µl ml-1 x 1,66 µl ml-1) y Control (C). Las 
imágenes se tomaron a las 216 h posteriores a la siembra y aplicación de los 
tratamientos, con Lupa Leica (MZ6) a un misma distancia focal, con aumento 6,3x. La 
falta de nitidez de algunas fotos, puede deberse a que las mismas se fotografiaron a 
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En este capítulo se evaluó el efecto directo de los aleloquímicos provenientes de 
A. annua, (i) la artemisinina, (ii) el aceite esencial de menor peso molecular y (iii) la 
interacción de ambos compuestos, sobre el crecimiento de Bradyrhizobium japonicum, 
bacteria utilizada en la formulación de los inoculantes comerciales para semillas de soja. 
En relación a la artemisinina el crecimiento de la bacteria fue claramente 
afectado solo a altas concentraciones de este compuesto. No es sorprendente que un 
incremento de la dosis de artemisinina como en A3 (80 µl ml-1) afecte notablemente el 
crecimiento de B. japonicum (Exp. cualitativo), siendo nula la cantidad de UFC (Exp. 
cuantitativo). Este efecto negativo coincide con las investigaciones de Dawson y 
Seymour (1983), quienes reportaron un efecto negativo sobre el crecimiento de 
Rhizobium japonicum cuando las bacterias crecieron en un medio de cultivo enriquecido 
con juglona, un aleloquímico proveniente de Juglans nigra. La comparación de este 
compuesto con el de la artemisinina en estos experimentos, se debe a que ambos tienen 
similar mecanismo de acción, el de afectar la respiración (Seigler, 2006) a través de la 
estimulación del consumo de oxígeno (Dayan et al., 1999). Por otro lado, el mecanismo 
responsable de la inhibición en el crecimiento a altas dosis de artemisinina podría 
involucrar una reducción en la mitosis (Dayan et al., 1999; Duke y Dayan, 2006), otro 
mecanismo de acción que se atribuye a la artemisinina (Seigler, 2006). No obstante, a 
las 216 h de la siembra del inóculo se observó un crecimiento retrasado de la bacteria. 
Estos resultados están relacionados con los trabajos de Karr et al. (1992), quienes 
evidenciaron un retraso en la nodulación de dos semanas y por ende en el crecimiento 
de B. japonicum cuando se aplicó un aleloquímico (i.e fitoalexina: gliceolina) en el 
medio de cultivo. Este efecto retardado en el crecimiento podría deberse a que las 
bacterias que logran sobrevivir, inician su crecimiento tardíamente (Vaughn, 1995). Por 
otro lado, resulta curioso, que con la dosis A2 (4 µl ml-1), el crecimiento de la bacteria 
no se afectase como a dosis menores en A1 (2 µl ml-1), sin embargo el orden de 
magnitud de la reducción en las UFC entre A1 y A2 con respecto al control, no fueron 
muy marcados. Dado que se realizó una sola evaluación cuantitativa y el análisis deriva 
en las seudoréplicas, la interpretación en estos resultados debería ser cuidadosa. A pesar 
de que el fenómeno alelopático comprende interacciones de estimulación (positivas) 
como de inhibición (negativos) (Rice, 1984), en la bibliografía son raros los ejemplos 
que evidencian los efectos de estimulación concernientes a la alelopatía (Delabays et al., 
2008). Aparentemente los estudios sobre la promoción del crecimiento en los 
microorganismos debido al efecto de los aleloquímicos recibió poca atención y en 
consecuencia son escasos los estudios documentados en la bibliografía (Mallik y Tesfai, 
1987). Un ejemplo de estos efectos positivos se encontró en investigaciones realizadas 
por Mallik y Tesfai (1990) donde se evidenció una estimulación en el crecimiento de B. 
japononicum cuando se incorporaron al medio de cultivo aleloquímicos provenientes de 
Chenopodium album y Setaria viridis, inclusive a altas dosis de terpenos (8 mg ml-1).  
Resulta importante resaltar que no se puede considerar una respuesta umbral de 
B. japonicum ante el agregado de artemisinina, entre los tratamientos A2 y A3, dado que 
no existen concentraciones intermedias de este compuesto entre ambos tratamientos. Es 
por ello que se requerirían más experimentos de este tipo, para detectar la concentración 
exacta en la cual el crecimiento del simbionte resulta afectado.  
En cuanto a los tratamientos de aceite esencial se observó un menor crecimiento 
aparente de la bacteria en E1 y E2 (experimento cualitativo) y una disminución de las 
UFC en E1. Estos resultados coinciden con los descriptos por otros autores, quienes 




Artemisia sobre el crecimiento de otras bacterias (Nagy y Tengerdy, 1967; Verdian-rizi 
et al., 2008; Laciar et al., 2009, Mahboubi y Farzin, 2009). Las UFC de las bacterias 
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y Neisseria sicca, disminuyeron notablemente 
(de 108 a102) cuando crecieron en el medio de cultivo con concentraciones de 0 a 2 µl 
ml-1 de aceite esencial proveniente de Artemisia nova A. Nels. (Nagy y Tengerdy, 
1967). Por otro lado, el trabajo de Verdian-rizi (2009) demostró un efecto inhibitorio 
sobre otras bacterias como Staphylococcus aureus y Escherichia coli cuando fueron 
incorporados al medio de cultivo 3,2 y 6,4 µl ml-1 de aceite esencial proveniente de A. 
annua cuyos dos componentes principales (i.e. alcanfor y 1,8 cineol) fueron análogos a 
los obtenidos en estos experimentos. En efecto, la inhibición del aceite esencial podría 
estar dado por la desestructuración de los fosfolípidos de las membranas de las células 
eucariotas (Smith et al., 2007).  
Los trabajos de Lydon et al. (1997), evidencian que la actividad fitotóxica de 
altamisa no solo puede ser explicada por la artemisinina pura, sino además por los 
terpenos provenientes de sus hojas, dado que la inhibición en la germinación de 
Amaranthus retroflexus fue mayor cuando en el medio edáfico estuvieron presentes 
ambos tipos de compuestos. En coincidencia con estos resultados, en el tratamiento 
A2xE1 se observó un efecto aditivo y negativo de la artemisinina y el aceite esencial 
sobre el crecimiento de B. japonicum. Sin embargo, comparando estos resultados con 
los hallados en este Capítulo 4, en relación al efecto de incorporación de biomasa verde 
altamisa (hojas e inflorescencias) sobre la nodulación fueron los opuestos: neutro o 
positivos. La divergencia de estos resultados pone de manifiesto que los experimentos 
en condiciones de laboratorio demuestran el potencial alelopático de algunas 
interacciones (Inderjit y Weston, 2000), en este caso Bradyrhizobium-altamisa. Sin 
embargo hay que tener especial cuidado a la hora de extrapolar los resultados obtenidos 
en condiciones de laboratorio a otros escalas, como las de planta o de cultivo (Wardle et 
al., 1998), dado que el suelo afecta la disponibilidad de los aleloquímicos y por lo tanto 
modifica el tipo de respuesta de los organismos receptores (i.e. plantas, animales, 
microorganismos) (Inderjit et al, 2001; Kaur et al, 2009). En este sentido, son 
necesarios más experimentos que analicen la relación Bradyrhizobium-aleloquímicos 
considerando el sustrato utilizado para su estudio. 
Existen varias investigaciones que estudian el efecto de los sesquiterpenos 
lactona, especialmente la artemisinina, y los componentes del aceite esencial de 
altamisa, por su alto valor medicinal y aromático (Kordali et al., 2006) y por su rol 
frente a los organismos receptores, i.e. plantas (Chen y Leather, 1990; Lydon et al., 
1997), herbívoros (Lenardis et al., 2011) y microorganismos (Cavar et al., 2012). No 
obstante, deberían realizarse más investigaciones en condiciones controladas 
(laboratorio) y semi-controladas (en macetas o en parcelas a campo), para determinar no 
sólo la respuesta umbral del crecimiento de B. japonicum ante la presencia de los 
aleloquímicos de altamisa, sino también cuantificar la fijación biológica del N a través 
de la reducción de acetileno a etileno (Schwinghamer et al., 1970), técnica que permite 
cuantificar la capacidad de fijación del N a través de la actividad del complejo 







De acuerdo a lo planteado en el objetivo de este capítulo, se evaluó el efecto 
directo de los aleloquímicos provenientes de A. annua (artemisinina y aceite esencial) y 
la mezcla de ambos compuestos sobre el crecimiento de Bradyrhizobium japonicum. 
Los resultados obtenidos permiten concluir: (i) no todas las dosis de artemisinina 
exploradas actuaron negativamente sobre el crecimiento de B. japonicum, pero si una 
dosis elevada inhibió el crecimiento de las bacterias, (ii) las dosis crecientes de aceite 
esencial redujeron el crecimiento de la bacteria fijadora de N, y (iii) el efecto inhibidor 
sobre el crecimiento de B. japonicum fue mayor, cuando se aplicaron ambos tipos de 
aleloquímicos al medio de cultivo. 
 
 CAPITULO 6 





6.1 SINTESIS DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS Y CONTRASTE DE 
HIPOTESIS  
Una de las interferencias mas estudiadas entre el cultivo y la maleza ha sido la 
competencia, evidenciada a través de las numerosas publicaciones en esta área. Sin 
embargo, la alelopatía en el sistema cultivo-maleza ha tomado relevancia en los últimos  
años. No obstante solo una pequeña fracción de la bibliografía vinculada a la alelopatía 
hace referencia a estudios realizados en condiciones naturales de campo y en sistemas 
de simple complejidad (i.e. en un mismo nivel trófico). Asimismo, la alelopatía, que en 
sus orígenes era considerada una interferencia negativa, se reconoce actualmente en un 
sentido más amplio como una interferencia positiva, negativa o neutra. Sin embargo, 
aún son escasos los trabajos que evidencian algún efecto positivo o neutro de esta 
interacción (Anaya, 2006). La competencia y la alelopatía actúan simultáneamente, pero 
su importancia relativa varía dependiendo de las especies involucradas, del contexto 
ecológico (Callaway, 1995) y del nivel de aproximación utilizado para estudiarlas 
(Inderjit y Weston, 2000). 
Hasta el presente no existían estudios de la maleza alelopática Artemisia annua a 
campo, explorando el efecto sobre la respuesta del cultivo de soja (nodulación, 
crecimiento y rendimiento) ante variaciones en la densidad de altamisa (Capítulos 2 y 3) 
o diferentes fuentes de altamisa (Capítulo 4) y a la aplicación de herbicida (glifosato) en 
dosis subletales (Capítulos 2 y 3). Tampoco se había estudiado el efecto de los 
aleloquímicos de altamisa sobre el crecimiento de B. japonicum, bacteria fijadora del N 
en las plantas de soja en condiciones de laboratorio (Capítulo 5). 
Los resultados obtenidos en esta tesis aportan elementos para construir un 
modelo conceptual que integre algunos de los principales componentes del 
agroecosistema (soja, altamisa y microorganismos del suelo, más específicamente B. 
japonicum) y algunas de sus principales interacciones (competencia, alelopatía y 
mutualismo), afectados por el manejo (densidad, herbicidas) y cuantificados a través de 
las principales variables respuesta (rendimiento, biomasa, aleloquímicos) (Fig. 6.1). 
El objetivo principal de esta tesis fue analizar las interferencias competitivas y 
alelopáticas entre un cultivo de soja y una maleza productora de metabolitos 
secundarios, Artemisia annua y su impacto sobre el rendimiento y la nodulación de 
cultivo ante cambios en la densidad de plantas y la dosis de herbicida. 
En esta tesis se puso en evidencia que las interacciones generadas entre el 
sistema soja-maleza y, particularmente, la alelopatía de altamisa hacia la soja, dependen 
en gran medida del ambiente así como también de la escala en el que son analizadas. 
Así, las propiedades emergentes a una escala determinan que las respuestas observadas 
para un determinado nivel de organización (e.g. célula) no se manifiesten 


























Figura 6.1 Modelo conceptual de las principales componentes del agroecosistema (soja, 
altamisa y microorganismos del suelo) y algunas de sus principales interacciones 
(competencia, alelopatía y mutualismo) cuantificadas a través de las principales 
variables respuesta (biomasa, rendimiento, aleloquímicos). V: Volatilización, L: 
Lixiviación, DG: Degradabilidad; As: Afinidad por el suelo, T: Transformación por los 
microorganismos del suelo. 
 
En los experimentos a campo (Capítulo 2), de acuerdo al modelo de 
competencia cultivo-maleza propuesto por Cousens (1985 y 1991), el rendimiento de 
soja en respuesta al incremento de la biomasa de altamisa (densidad de plantas) se 
ajustó a un modelo hiperbólico cuando se redujo la alelopatía (parcelas C+). Estos 
resultados coinciden con otros autores (Oreja y González Andújar et al., 2007; Ryan et 
al., 2009) quienes demostraron que los modelos hiperbólicos son los que mejor 
describen la relación de pérdida del rendimiento y densidad de la maleza en 
experimentos aditivos. Sin embargo y contrario al modelo exponencial propuesto por 
Lydon et al. (1997), cuando la alelopatía y la competencia actuaron simultáneamente 
(parcelas C-), el aumento en la densidad de la maleza no produjo una reducción denso-
dependiente en el rendimiento de soja (curva i, en las predicciones de la hipótesis 1.i, 
capítulo 1), a pesar de que las plantas de altamisa a altas densidades (D4) fueron lo 
suficientemente grandes para generar competencia y acumular aleloquímicos 
(artemisinina) en el suelo. Por otra parte, cuando el cultivo de soja estuvo acompañado 
de altamisa en su máxima densidad y sin carbón, se observó un efecto positivo sobre el 
número de raíces de soja en 2007. Esto coincide con las recientes investigaciones de 
Delabays et al., (2008) quienes documentan, por primera vez, un efecto positivo de los 
aleloquímicos provenientes de altamisa sobre el crecimiento radical de Solanum 
tuberosum. Los resultados mencionados anteriormente, podrían explicarse a partir de un 
efecto positivo sobre la fijación biológica del nitrógeno (FBN), que si bien no se midió 
directamente, se observó como evidencia indirecta que la relación entre la biomasa de 
nódulos y número de nódulos fue mayor en presencia de los aleloquímicos.  El efecto 
positivo o neutro de altamisa sobre la nodulación, crecimiento y rendimiento en soja se 
contrapone con los antecedentes documentados por otros autores, en altamisa-soja 

































Los resultados obtenidos permiten rechazar la hipótesis 1 (i) que plantea que “El 
aumento en la densidad de plantas de altamisa, al favorecer la acumulación de 
aleloquímicos en el medio edáfico, afectan negativamente la nodulación, el 
crecimiento o el rendimiento del cultivo de soja”, dado que no se encontró un efecto 
negativo sobre el cultivo de soja frente a la presencia de los aleloquímicos de altamisa 
en el suelo. 
En presencia de una dosis subletal de herbicida y contrariamente a lo esperado 
(curva ii, en las predicciones de la hipótesis 1.ii, capítulo 1), el rendimiento de soja 
permaneció estable a medida que se incrementó la biomasa de altamisa. Solo a altas 
densidades (D4) el rendimiento en soja tendió a decrecer un 15 % en presencia de los 
aleloquímicos. De acuerdo a Weidenhamer y Callaway (2010), las dosis subletales 
afectan la producción de aleloquímicos y en consecuencia la asociación entre las 
plantas-microorganismos, particularmente la FBN también resulta afectada. Esto sugiere 
que el efecto positivo de los aleloquímicos de altamisa a altas densidades (D4) sobre el 
cultivo de soja podría ser reducido por el efecto del herbicida. Trabajos sobre el efecto 
negativo del glifosato en el proceso de FBN, a través de la reducción de la actividad de 
la nitrogenasa, apoyan esta idea (Zablotowicz y Reddy, 2004). Por otro lado, los 
experimentos a campo demostraron que la nodulación resultó favorecida en presencia 
de los aleloquímicos independientemente de la aplicación del herbicida. Esto sugiere 
que la estabilidad en el rendimiento de soja a pesar del incremento de altamisa de 2 a 4 
plantas, estaría explicado, en parte, por el efecto positivo en la nodulación. Este 
resultado se sustenta con las investigaciones de Batlang y Shushu (2007) quienes no 
encontraron un efecto negativo sobre la nodulación de Vigna subterranea cuando tuvo 
lugar la lixiviación de aleloquímicos provenientes de Helianthus annuus, a pesar de 
considerarse como en altamisa, una especie con un importante potencial alelopático. 
Los resultados obtenidos permiten rechazar la hipótesis 1 (ii) planteada: “La 
interacción de los factores de densidad y herbicida en dosis subletales, al aumentar 
más marcadamente la acumulación de aleloquímicos en el suelo, reducen aún mas la 
nodulación, el crecimiento o el rendimiento que los factores individuales”, debido a 
que la interacción de los factores densidad y herbicida no produjo un efecto negativo 
mayor que sus factores individuales, sobre la nodulación y el crecimiento de soja.  
La mayor producción de aleloquímicos en hojas e inflorescencias (H e I) 
regulada por el incremento en la densidad, generó una mayor acumulación de 
artemisinina en el suelo, encontrándose una relación lineal positiva en ambas variables. 
Estos resultados coinciden con los reportados por Jessing et al., (2009) quienes 
registraron un aumento en el nivel de artemisinina en el suelo con el incremento de la 
biomasa de altamisa. En base a estos resultados se acepta la hipótesis 2 (i) que postula: 
“La densidad de plantas de altamisa, al aumentar la producción de H e I por 
superficie, incrementa la acumulación de artemisinina en el medio edáfico.  
Según lo postulado por Herms y Mattson (1992), ante la restricción de recursos, 
la tasa de crecimiento resulta más afectada que la tasa de fotosíntesis, en consecuencia 
el excedente de fotoasimilados promueve el incremento en el contenido o concentración 
(Marchese y Figueira, 2005) de metabolitos secundarios (i.e. aceite esencial). De 
acuerdo al modelo propuesto por Koricheva (1999), a densidades intermedias (D3), la 
respuesta sobre la concentración relativa varió según el año. Esto podría estar 
relacionado a que el umbral de respuesta al estrés puede diferir según el proceso de 
crecimiento o metabolismo secundario involucrado (Herms y Mattson, 1992). Sin 
embargo, la concentración relativa de aceite esencial se incrementó en altas densidades 




concentración podría estar dada por cambios en el contenido o en la biomasa de las 
plantas o en ambos (Koricheva, 1999), los resultados obtenidos podrían ser explicados a 
través de un incremento en la síntesis de los aleloquímicos y no por un aumento en la 
biomasa de las plantas (Veteli et al., 2007). De esta manera, el análisis vectorial gráfico 
permitió analizar los cambios relativos del contenido y concentración de los 
aleloquímicos y el crecimiento relativo de las plantas según la disponibilidad de los 
recursos explorada. Por lo tanto, se acepta la hipótesis 2 (ii) postulada: “La densidad de 
plantas incrementa la concentración (%) del aceite esencial en H e I”.. 
Como respuesta de las plantas a situaciones de estrés por el herbicida se 
esperaba menor producción y mayor concentración de aceite esencial y artemisinina en 
la biomasa de H e I de altamisa (Weidenhamer. y Callaway, 2010). Sin embargo, estas 
respuestas difirieron según el año y los aleloquímicos involucrados, con lo cual no se 
acepta la hipótesis 2 (iii) postulada: “La aplicación de herbicida en dosis subletales, al 
afectar el crecimiento de altamisa: reduce la producción de aleloquímicos (aceite 
esencial y artemisinina) por superficie pero aumenta su concentración en la biomasa 
de H e I, y reduce la acumulación de artemisinina en el medio edáfico”. En relación a 
la existencia de interacción entre la densidad y el herbicida sobre la producción y 
concentración de los aleloquímicos, sólo se observó esta interacción en el Exp. 1 (2006), 
sin cambios para el Exp. 2 (2007). Estos resultados permiten rechazar la hipótesis 2 (iv) 
propuesta: “La alta densidad de altamisa y el herbicida en dosis subletales, 
incrementan la biomasa de altamisa pero por el efecto del herbicida la acumulación 
(g m-2) de aleloquímicos (aceite esencial o artemisinina) se reduce, pero se 
incrementa su concentración en las H e I”.  
La oferta de recursos (i.e. luz, nutrientes) y los factores del ambiente (i.e. 
temperatura, suelo), generan cambios en la composición de los aceites esenciales 
(Sangwan et al., 2001). Gil et al. (2002) hallaron variaciones en la composición del 
aceite esencial de Coriandrum sativum L. en respuesta a un gradiente de recursos 
generado a través de la elección del sitio de producción, nivel de fertilización y grado de 
enmalezamiento. Esta variación estuvo asociada a la proporción relativa de los 
constituyentes y no a la presencia/ausencia de un compuesto en particular. Estos 
resultados coinciden con los hallados en el Capítulo 3, donde los componentes del aceite 
esencial de altamisa respondieron de manera diferencial a la densidad y herbicida. Por 
ejemplo, el epoxi-mirceno estuvo asociado a los tratamientos sin herbicida y bajas 
densidades (D2 H-) y el alfa-canfolenal se relacionó con las plantas de monocultura de 
altamisa (D5) con herbicida para el 2006, y sin presencia del herbicida en el año 2007. 
Estos compuestos podrían ser indicadores de condiciones con o sin herbicida y del nivel 
de competencia ejercido por altamisa.  
Dada la complejidad de los compuestos que conforman del aceite esencial en 
altamisa, de los cuales se desconocen las rutas metabólicas involucradas, las diferencias 
en composición podrían ser explicadas, por un lado, a través de la variabilidad 
interanual de la oferta ambiental como ser la radiación incidente, dado que este factor 
incide sobre la fotosíntesis, un componente importante del mecanismo fisiológico de la 
producción de estos compuestos (Sangwan et al., 2001). Por el otro, el efecto del estrés 
del glifosato, podría incidir sobre los precursores o intermediarios del aceite esencial 
(Fisher et al., 1986), o sobre la síntesis de aminoácidos aromáticos por inhibición 
parcial de la enzima EPSPS (shiquimato-3-fosfato fosfoenolpiruvato sintetasa), 
conduciendo a un reaordenamiento en el uso del carbono (Zablotowicz y Reddy, 2004), 




Asimismo, estas diferencias en la composición de los aleloquímicos, podrían 
generar cambios en las señales químicas (Callaway, 2002) que perciben otros 
componentes del agroecosistema que acompañan a altamisa, como los microorganismos 
del suelo (Inderjit, 2005). De esta manera quedó demostrada la hipótesis 2 (v) que 
postula: “Los componentes del aceite esencial responden diferencialmente al efecto 
combinado de la densidad y el herbicida”. 
En los experimentos en macetas (Capítulo 4) el efecto de las distintas fuentes de 
altamisa (biomasa seca, verde y artemisinina) y dos sustratos de suelos no generaron un 
efecto negativo sobre el crecimiento y el rendimiento en plantas de soja. Con respecto a 
la relación entre la nodulación y el rendimiento, es destacable que en BS y el SARCILLOSO 
se logró el máximo rendimiento (35 % mayor, con respecto al control), con la mínima 
biomasa y número de nódulos. No es sorprendente el mayor rendimiento encontrado en 
este tratamiento, dado el sistema nodular desarrollado en las plantas (mayor número y 
biomasa de nódulos) asociados a una mayor fijación de N (Imsande, 1986). Sin 
embargo, resulta llamativo que en el tratamiento BV y SARCILLOSO se haya alcanzado el 
mismo rendimiento de soja con un menor sistema nodular (menor número y biomasa de 
nódulos). Esto puede deberse por un lado, a que la fuente de altamisa en BV haya 
retrasado la formación de nódulos (Rice et al., 1981) comparado con BS 
independientemente del sustrato y por el otro, que el nivel de N en la planta en BV se 
haya suplido por un mayor crecimiento radical en el SARCILLOSO dado el costo energético 
menor involucrado en este proceso (Salvagiotti et al., 2008). Estos hallazgos permiten 
aceptar la hipótesis 3 postulada: “Distintas fuentes de altamisa (biomasa de altamisa 
verde, seca y artemisinina pura) y el tipo de sustrato (arcilloso o arenoso) impactan de 
manera diferencial sobre las concentraciones y la actividad de los aleloquímicos que 
se aportan al suelo. Esto produce variaciones en el modo en que se generan los 
efectos sobre el crecimiento, la nodulación o el rendimiento de plantas de soja”.  
Experimentaciones en laboratorio, evidencian el efecto negativo de los 
aleloquímicos provenientes de A. annua (Stiles et al., 1994; Romagni et al., 2000; 
Abrahim et al., 2003, Burt, 2004). En línea con estos resultados, en el Capítulo 5 se 
demostró que la artemisinina a altas dosis (A3) y el aceite esencial provenientes de 
altamisa, y su interacción, redujeron el crecimiento de B. japonicum. Por el contrario, 
las bajas dosis de artemisinina A1 y A2, no trajo aparejado disminuciones importantes 
en el crecimiento (UFC) de la bacteria. Este mismo efecto sobre B. japonicum se 
encontró con bajas dosis de aleloquímicos provenientes de otras especies de malezas 
como C. album y S. viridis (Mallik y Williams (2005). Estos resultados permiten 
aceptar la hipótesis 4 (i) descripta: “Los aleloquímicos de altamisa (aceite esencial y 
artemisinina) influyen directa y negativamente sobre el crecimiento de 
Bradhyrizobium japonicum”. De acuerdo a Einhelling (1999) el efecto de interacción 
de los aleloquímicos (A2xE1) sobre el crecimiento del simbionte fue mayor que sus 
factores individuales, condición que permite aceptar la hipótesis 4 (ii): “El efecto de 
interacción de la esencia y artemisina sobre el crecimiento de la bacteria B. 
japonincum es mayor que sus efectos individuales”. 
En esta tesis se demostró la importancia de considerar cada nivel de 
organización (e.g. celular, organismo, poblaciones) como una propiedad emergente (i.e. 
resultado del efecto no lineal de la interacción entre los componentes de un sistema) del 
nivel superior y condicionado por el nivel inferior (Jackson, 1984). Así la ocurrencia de 
un efecto alelopático negativo en condiciones controladas de laboratorio demuestran la 
expresión de ciertos mecanismos, que no necesariamente se expresan en un nivel 




De esta manera y comparando los resultados del último capítulo (Capítulo 5) con 
los anteriores, se puede destacar en condiciones de laboratorio, un efecto sinérgico 
negativo A2xE1 de los aleloquímicos sobre B. japonicum. Mientras que a nivel de 
organismo (experimento en macetas, Capítulo 4), y a nivel de población (Capítulos 2 y 
3), las altas densidades de altamisa exploradas a campo (D4) y los niveles de 
aleloquímicos en el suelo (Capítulo 3) no causaron un efecto negativo sobre el 
crecimiento y el rendimiento en soja. Estas diferencias podrían deberse en gran parte, a 
que el componente suelo actúe como buffer de las sustancias alelopáticas (Inderjit et al., 
2001) y en consecuencia su disponibilidad hacia el organismo receptor (i.e bacteria, 
planta) sea menor (Kaur et al., 2009). Por otro lado, hay que destacar que la nodulación 
(que involucra desde la infección, crecimiento, fijación y respuesta del hospedante al 
simbionte) y el crecimiento bacteriano podrían tener diferentes umbrales de respuesta a 
los aleloquímicos. Sin embargo, no se esperaba que el patrón de respuesta de ambos 
procesos fuese diferente. Estos hallazgos ponen de manifiesto la importancia de estudiar 
las interacciones competitivas, alelopáticas y de mutualismo en condiciones de campo, 
dado que éstas interacciones podrían cambiar no solo el tipo de respuesta sino el sentido 
de la misma, según en el nivel de organización donde se estudien (Jackson, 1984). 
 
6.2 AVANCES LOGRADOS EN EL CONOCIMIENTO 
Los  ensayos conducidos en condiciones  muy similares a las de producción a 
campo, hacen fácilmente extrapolables los hallazgos a cultivos comerciales de soja y 
hace más confiable la aplicación agronómica de los conocimientos generados. La 
presencia de una maleza alelopática como A. annua en densidades de 2 a 8 plantas m2, 
no representaría una marcada disminución en el crecimiento y rendimiento de soja. Es 
por ello, que a pesar de los efectos negativos de altamisa documentados en soja (Lydon 
et al., 1997) su control químico no estaría justificado. No obstante, densidades mayores 
a las evaluadas podrían operar modificando la respuesta en el cultivo. Asimismo, se 
evidenció la importancia de la presencia del suelo como “buffer” del nivel de respuesta 
entre los organismos. 
La originalidad de esta tesis, reside no sólo en los resultados obtenidos, sino 
también en las aproximaciones utilizadas. La metodología aplicada en esta tesis para el 
estudio de la alelopatía en condiciones de campo, a través del uso del carbón activado 
aplicado subsuperficialmente en el suelo, así como la desorción de artemisinina del 
carbón (no efectuados por otros investigadores hasta la fecha), demostró ser una 
solución efectiva para lograr los objetivos de la tesis y estudiar la alelopatía en 
condiciones de campo. 
A continuación se detallan los aportes originales más destacados de esta tesis: 
1. Incidencia de la alelopatía en el sistema soja-altamisa a diferentes niveles de 
organización. Los resultados de esta tesis aportan una sólida evidencia acerca de que el 
efecto alelopático puede ser positivo, neutro o negativo dependiendo del nivel de 
organización que se explore y del nivel de aproximación que se utilice (Jackson, 1984). 
Así, desde un enfoque holístico y con las aproximaciones experimentales a campo los 
aleloquímicos de altamisa no tuvieron un efecto negativo sobre la soja, mientras que con 
un visión más reduccionista, y en condiciones controladas de laboratorio, el efecto 
conjunto de los aleloquímicos fue negativo.   
En esta tesis se estudiaron algunos componentes importantes del agroecosistema 




quimiotipos de altamisa o microorganismos podría alterar algunas de las respuestas 
encontradas. Por ejemplo las micorrizas, podrían afectar la producción del aceite 
esencial en altamisa al incidir sobre la disponibilidad de recursos (Kapoor et al., 2007). 
Por otra parte, no se midieron los exudados radicales dado que el quimiotipo de altamisa 
evaluado no contenía artemisinina en las raíces. Otro quimiotipo de altamisa que 
presentara otra composición de aceite esencial o exudados radicales podría hacer variar 
las respuestas halladas. Así como genotipos de soja de otros grupos de madurez podrían 
presentar diferencias fenológicas que redundaran en variaciones con respecto a las 
respuestas encontradas. 
2. Relación entre la producción de artemisinina en la biomasa aérea de altamisa y 
su acumulación en el suelo. Los resultados obtenidos en el Capítulo 3 demostraron que 
existe una relación entre la artemisinina acumulada en hojas e inflorescencias de las 
plantas de altamisa y la artemisinina retenida en el suelo, cuantificada a través del 
carbón activado. Con este nuevo conocimiento y particularmente en el caso de la maleza 
altamisa, podría generarse un modelo para predecir la acumulación de artemisina en el 
suelo, a partir de la producción de biomasa aérea de altamisa en parcelas de campo, sin 
necesidad de utilizar adsorbentes y luego desorber el compuesto para su cuantificación. 
Este resultado resulta muy valioso, dado que por ejemplo, otros cultivos como el maíz 
presentan sensibilidad a la artemisinina (Debalays et al., 2008). De esta manera, se 
podría estimar a campo el efecto que este compuesto genera sobre la emergencia y 
altura de plantas de maíz sobre la base de la biomasa aérea de altamisa.  
3. Utilización del carbón activado como adsorbente de aleloquímicos en parcelas 
experimentales. Los resultados obtenidos en esta tesis revelan que la aplicación del 
carbón activado en las parcelas a campo, fue una herramienta útil que permitió adsorber 
el aleloquímico de interés: la artemisinina. Existen numerosos trabajos que remarcan la 
importancia de cuantificar las interferencias, entre ellas, la competencia y la alelopatía a 
campo y, la técnica utilizada fue efectiva para este fin.  
 
4. Cuantificación del aleloquímico artemisinina adsorbido en el carbón activado. 
Muchos de los experimentos utilizan carbón activado para discriminar la alelopatía de la 
competencia en condiciones de campo. Sin embargo, esta es la primera evidencia de la 
utilización del carbón activado en las parcelas experimentales y de la posterior 
cuantificación del aleloquímico artemisinina, adsorbido en el carbón activado. 
Asimismo, numerosos trabajos en los que se utilizaron adsorbentes (arcillas, carbón 
activado), no han logrado cuantificar con éxito las moléculas adsorbidas. Esto podría 
deberse a señales químicas muy bajas para ser detectadas con un instrumental (Umbral 
mínimo de detección) como el HPLC o CG (Cromatografía gaseosa); o bien, a técnicas 
de desorción inadecuadas para el compuesto que se intenta cuantificar. 
 
6.3 IMPLICANCIAS AGRONÓMICAS DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS 
Distinguir y cuantificar los efectos de la alelopatía y la competencia en 
condiciones de campo permitirá una mejor comprensión de las relaciones maleza-
cultivo, y por lo tanto, un mejor manejo de los sistemas agrícolas.  
Los resultados derivados de esta tesis, aportan elementos para ajustar los 
umbrales de daño y las dosis de herbicidas como así también contar con herramientas de 
predicción adicionales a las actualmente disponibles a la hora de tomar decisiones con 




Por otro lado, el conocimiento del efecto de dosis subletales de herbicida sobre 
las relaciones de competencia y alelopatía en el sistema cultivo-maleza, como las que 
pueden ocurrir por deriva o incorrecta aplicación, es de fundamental importancia para 
realizar un manejo más sustentable del agroecosistema. Es por ello que los resultados 
obtenidos en esta tesis, indican que el herbicida utilizado para reducir la interferencia de 
la maleza sobre la soja, puede tener un efecto muy distinto cuando la interacción 
alelopática es importante. 
Asimismo, dilucidar las interacciones alelopáticas tiene un interés realmente 
práctico. Entender como funciona este fenómeno podría ayudar a utilizar mulches, 
cultivos de cobertura y rotaciones que permitan controlar otras especies de malezas a 
campo, sin afectar por ejemplo, el rendimiento de un cultivo de soja, y además 
replantearse problemas derivados de la autotoxicidad de malezas alelopáticas. 
 
6.4 IMPLICANCIAS PARA FUTURAS INVESTIGACIONES  
De la tesis realizada surgen nuevos interrogantes y líneas de investigación: 
1. Efectos fitotóxicos de otros compuestos alelopáticos sobre el cultivo de soja.  
Si bien en esta tesis se evaluaron el efecto de los terpenos volátiles y no volátiles como 
la artemisinina, existen otros tipos de compuestos como la “arteether” un derivado de la 
artemisina que se le atribuyen efectos más tóxicos sobre la germinación de especies 
como Portulaca oleracea, Amaranthus blitum, Raphanus sativus L. (Bagchi et al., 
1997). 
2. Estudio de Artemisia annua como cultivo y efecto del estrés biótico y abiótico 
sobre la producción de artemisinina. Debido a la importancia de A. annua como 
cultivo y que esta especie es sensible a estreses bióticos y abióticos. Resulta interesante 
evaluar de qué manera este tipo de estreses generan un aumento en la producción y 
concentración de aceites esenciales y artemisinina, dada la importancia de estos 
metabolitos secundarios en la industria farmacéutica y medicinal.  
3. Formulación de herbicidas que contengan metabolitos secundarios provenientes 
de altamisa. Dado que en los ensayos a campo, los metabolitos secundarios de altamisa 
demostraron no tener un efecto negativo sobre la soja, pero sí se sabe que tienen efectos 
sobre otras especies de malezas, podrían desarrollarse formulaciones de herbicidas para 
este cultivo de soja que contengan como principio activo algunos de los metabolitos 
provenientes de altamisa.  
4. Análisis de otros componentes del Agroecosistema: Microorganismos y 
Consumidores. Es importante destacar la presencia de otros eventuales actores 
presentes en el agroecosistema que no han sido tratados, dada la complejidad de las 
múltiples interacciones en los agroecosistemas. Es por ello, que surge la pregunta de 
cual es la intervención de los consumidores (i.e. herbívoros, depredadores) u otro tipo 
de microorganismos del suelo (e.g. micorrizas arbusculares en altamisa), sobre la 
producción de los metabolitos secundarios y su relación con el cultivo.   
5. Cambios en la dinámica de liberación de los aleloquímicos en el ambiente debido 
a un estrés biótico y abiótico. Otra pregunta interesante que se deduce de la presente 
tesis, es la cuantificación de los terpenos volátiles y no volátiles que se liberan al 
ambiente aéreo y edáfico de altamisa a través del tiempo. Dado que el proceso de 
liberación de los aleloquímicos es muy dinámico, sería muy interesante cuantificar los 




que manera, el tipo de estrés aplicado influye sobre la especie receptora de éstos 
aleloquímicos. 
 
6.5 APLICACIONES FUTURAS 
A pesar de las dificultades que existen en estudiar y evaluar la interferencia 
alelopática en ambientes naturales, este estudio provee fuerte evidencia de la existencia 
de efectos positivos de la alelopatía sobre la competencia entre altamisa y un cultivo de 
soja en condiciones de campo. A futuro, es necesario desarrollar nuevos experimentos 
con una visión holística del sistema como la desarrollada en esta tesis, integrando las 
distintas especies productoras de compuestos alelopáticos y evaluando sus efectos sobre 
las especies receptoras en condiciones naturales. Por otra parte habrá que concentrar 
esfuerzos en realizar análisis de la dinámica de los aleloquímicos en los sistemas, puesto 
que hasta ahora los mismos se han centrado en análisis estáticos (Staman et al., 2001), y 
aunque esto ha generado importantes avances en el conocimiento no dejan de ser 
estudios focalizados en una parte puntual del sistema. De esta manera, son necesarios 
más esfuerzos interdisciplinarios que involucren la ecología, la fisiología, la bioquímica, 
la ciencia del suelo y la microbiología, que puedan dirigir esta compleja área de estudio 
a fin de responder preguntas claves relacionadas con las interferencias que devienen en 
las malezas asociadas a un cultivo en condiciones de campo. Realizar esta integración, 
plantea retos teóricos y empíricos relevantes en éste área de estudio. 
Desde el punto de vista de la producción, la maleza alopática altamisa no mostró 
un impacto negativo sobre la producción de soja dentro de las densidades de la maleza 
exploradas (2 a 8 plantas m-2) y sin limitantes hídrica y nutricionales edáficas. Es por 
ello, que bajo condiciones no limitantes de agua y nutrientes, su control a través de 
herbicidas, no estaría justificado. 
Desde el punto de vista del manejo de los agroecosistemas, conocer con mayor 
profundidad los efectos de los aleloquímicos y las prácticas de manejo (i.e. aplicación 
de herbicidas, densidad) sobre el cultivo de soja, contribuirá al diseño de prácticas que 
eviten o minimicen las consecuencias negativas y potencien las positivas al sistema, con 
el fin de lograr un manejo agrícola más sustentable. Por ejemplo, en zonas de 
producción de soja con problemas de erosión (e.g. hídrica), el uso de mulches 
provenientes de altamisa, podría tener múltiples ventajas: reducción del proceso erosivo, 
disminución en la emergencia de otras especies de malezas, mayor eficiencia en el uso 
del agua por el cultivo, y otro aspecto no menor a destacar es la incidencia positiva o 
neutra de la altamisa sobre la soja, entre otros. Otra práctica cultural que ha despertado 
interés en muchos agricultores son los policultivos, dada su importancia en el 
incremento de la productividad y el uso más eficiente de los recursos en los ambientes 
productivos. De acuerdo a los hallazgos en esta tesis, la altamisa podría formar parte de 
un componente en los policultivos, como una especie productora de aceite esencial, 
favoreciendo la biodiversidad y eventualmente, el manejo de plagas, obteniéndose los 
beneficios del mantenimiento de las funciones que permiten la sustentabilidad de los 
agroecosistemas (e.g. funcionalidad dada por la repulsión o atracción que altamisa 
genera sobre los artrópodos, en un sistema soja-altamisa, Lenardis et al., 2011) y sin 
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Cuadro Anexo 2.1 Determinaciones químicas del suelo correspondiente a un Argiudol 
vértico (de acuerdo a la taxonomía del USDA, 1999) 
 
Prof. pH 1:2,5 CT NT P NH4 NO3 N-NO3 
cm H20 W. Black Kjeldhal B y K KCL CuSO4  
  g/Kg g/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg Kg ha-1 
0-20 6,55 19,29 1,67 86,10 28 118,15 72,17 




Prof. C.E.(e.s.) CIC Ca 2+ Mg 2+ Na + K+ S (SO4 -2) 
cm dS/ m cmolc/Kg cmolc/Kg cmolc/Kg cmolc/Kg cmolc/Kg mg/Kg 
0-20 0,46 25,60 17,30 3,00 0,24 2,40 12 




Anexo 2.2 Confirmación del efecto del herbicida 
No se encontraron diferencias significativas atribuidas a la presencia o no del 
carbón activado (p=0,22). El nivel de clorofila en hoja varió según el tratamiento de 
herbicida y densidad (p<0,001). El índice de clorofila en las plantas de altamisa para los 
diferentes niveles de densidad (D2, D3, D4 y D5) expuestas a herbicida (H+), fue 
consistentemente menor que el tratamiento H-. En cambio  en las plantas de soja (D1), 
no se encontraron diferencias significativas en esta variable. Estos resultados ponen de 
manifiesto que las plantas de altamisa expuestas al herbicida, estuvieron bajo 
condiciones de estrés, no así para el caso de la soja (Fig. 2.2). 
 
Figura Anexo 2.1 Valor del índice de clorofila en hoja (SPAD) según los niveles de 
densidad D, (soja/altamisa, plantas m-2); D1, 40/0 plantas m-2; D2, 40/2 plantas m-2; D3, 
40/4 plantas m-2; D4, 40/8 plantas m-2, y D5, 0/8 plantas m-2, en la etapa vegetativa V5 
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Anexo 2.3 Efecto del carbón activado en la monoculturas D1 y D5 a floración y a 


























































































































































Figura Anexo 2.2 Efecto del carbón activado en las parcelas D1 y D5 a floración de 
soja (R1, Ferh y Caviness, 1977) sobre: (a) biomasa de soja (g m-2), (b) biomasa de 
altamisa (g m-2), (c) biomasa de nódulos (g m-3), (d) número de nódulos (nódulos m-3), 
(e) biomasa de raíces de soja (g m-3), y (f) número de raíces de soja (raíces m-3) en las 
parcelas control durante el 2006 y 2007. Las parcelas control fueron soja pura (D1) o 
altamisa pura (D5) sin carbón y sin herbicida (barras blancas) y con carbón y sin 
herbicida (barras negras), respectivamente. Las medias de biomasa de altamisa, número 
y biomasa de nódulos fueron re-transformadas (aplicando anti-logaritmo). Las líneas 



























































Figura Anexo 2.3 Efecto del carbón activado en las parcelas D1 y D5 a madurez de 
soja (R8, Ferh y Caviness, 1977) sobre: la biomasa de soja y altamisa (g m-2) y el 
rendimiento de soja (g m-2) en las parcelas control durante el año 2006 y 2007. Las 
parcelas control fueron soja pura (D1) o altamisa pura (D5) sin carbón y sin herbicida 
(barras blancas) y con carbón y sin herbicida (barras negras), respectivamente. Las 
medias de biomasa de altamisa fueron re-transformadas. Las líneas verticales denotan el 




Cuadro Anexo 3.1 a Valores medios ± error estándar de los compuestos (%) del aceite 
esencial de Artemisia annua en el 2006.  
 
2006 % 
Compuestos/Trat. D2 H- D4 H- D5 H- D4 H+ D5H+ 
alfa-tuyeno 0,05 (0,05) 0,00 (0,00) 0,03 (0,03) 0,10 0,00 (0,00) 
alfa-pineno 1,35 (0,25) 1,05 (0,05) 1,23 (0,06) 1,00 0,75 (0,25) 
canfeno 2,45 (0,25) 2,30 (0,30) 2,53 (0,20) 2,10 1,75 (0,45) 
1-octen-3-ol 0,60 (0,20) 0,40 (0,40) 0,56 (0,03) 0,70 0,40 (0,20) 
sabineno 0,40 (0,10) 0,85 (0,55) 0,26 (0,08) 0,30 0,15 (0,05) 
mirceno 0,45 (0,15) 0,95 (0,75) 0,20 (0,00) 0,10 0,10 (0,00) 
beta-pineno 0,35 (0,15) 1,40 (1,00) 0,43 (0,06) 1,10 0,50 (0,20) 
para-cimeno 2,50 (1,10) 1,20 (0,70) 0,86 (0,12) 0,70 0,65 (0,15) 
limoneno 0,20 (0,00) 0,05 (0,05) 0,06 (0,03) 0,20 0,00 (0,00) 
1,8-cineol 5,30 (1,30) 10,90 (2,70) 4,26 (0,26) 5,90 3,55 (0,45) 
gamma-terpineno 0,05 (0,05) 0,05 (0,05) 0,00 (0,00) 0,10 0,00 (0,00) 
cis-sabineno hidrato 0,95 (0,05) 1,40 (0,20) 1,00 (0,00) 1,00 0,95 (0,15) 
epoxi-mirceno 0,05 (0,05) 0,05 (0,05) 0,00 (0,00) 0,00 0,00 (0,00) 
desconocido 12,6 1,75 (0,75) 1,50 (0,40) 0,76 (0,03) 0,50 0,40 (0,10) 
trans-sabineno hidrato 0,95 (0,05) 1,05 (0,15) 0,76 (0,28) 1,00 1,05 (0,25) 
alfa-canfolenal 0,00 (0,00) 0,10 (0,10) 0,06 (0,06) 0,40 0,25 (0,25) 
crisantenona 0,20 (0,10) 0,35 (0,15) 0,43 (0,24) 1,00 0,50 (0,20) 
trans pinocarveol 1,50 (0,60) 1,55 (0,55) 1,13 (0,48) 0,30 0,40 (0,30) 
alcanfor 40,55 (1,45) 40,40 (1,40) 45,63 (1,12) 40,00 39,25 (13,75) 
pinocarvona 0,25 (0,05) 0,75 (0,55) 0,56 (0,08) 0,70 0,45 (0,25) 
borneol 1,00 (0,10) 0,75 (0,35) 0,80 (0,15) 2,40 1,10 (0,40) 
terpinen-4-ol 0,70 (0,00) 0,80 (0,30) 0,83 (0,03) 0,90 0,80 (0,10) 
alfa-terpineol 0,40 (0,20) 0,75 (0,45) 0,26 (0,03) 0,30 0,25 (0,05) 
mircenol 0,00 (0,00) 0,45 (0,45) 0,30 (0,00) 0,40 0,40 (0,40) 
trans carveol 0,50 (0,20) 0,10 (0,10) 0,40 (0,00) 0,40 0,30 (0,30) 
carvona 0,20 (0,00) 0,15 (0,15) 0,23 (0,03) 0,30 0,10 (0,10) 
alfa-copaeno 0,25 (0,05) 0,20 (0,20) 0,30 (0,00) 0,30 0,10 (0,10) 
isobutil fenil acetato 0,30 (0,10) 0,10 (0,10) 0,20 (0,00) 0,30 0,15 (0,15) 
beta cariofileno 3,55 (0,25) 3,55 (1,05) 3,86 (0,08) 5,10 1,80 (1,50) 
trans beta-farneseno 2,75 (0,45) 3,80 (0,70) 4,03 (0,23) 2,50 2,25 (1,25) 
alfa-humuleno 0,20 (0,00) 0,10 (0,10) 0,33 (0,03 0,30 0,20 (0,00) 
desconocido tr 26,9 2,90 (0,60) 1,45 (0,25) 0,90 (0,35) 1,60 3,85 (2,95) 
germacreno D 4,30 (0,30) 5,70 (0,60) 3,46 (0,59) 4,00 1,20 (0,90) 
beta-selineno 0,90 (0,20) 0,55 (0,05) 0,56 (0,03) 0,70 0,95 (0,35) 
biciclogermacreno 0,35 (0,05) 0,65 (0,25) 0,23 (0,06) 0,20 0,30 (0,20) 
no ident 30,61 1,60 (0,20) 0,70 (0,10) 1,40 (0,05) 0,80 1,30 (0,70) 
espatulenol 0,80 (0,10) 0,95 (0,25) 0,59 (0,11) 0,90 0,90 (0,40) 
oxido de cariofileno 1,00 (0,10) 0,90 (0,50) 2,600 (0,25) 2,50 1,70 (0,60) 
no ident 33,1 1,90 (0,60) 1,30 (0,40) 1,70 (0,11) 2,00 3,80 (0,80) 
cis-cadin-4-en-7-ol 1,20 (0,00) 0,55 (0,05) 0,63 (0,03) 1,20 2,30 (1,30) 
no ident 33,3 3,00 (1,00) 1,95 (0,95) 2,43 (0,06) 2,70 5,30 (1,40) 
1,7-diepi-alfa-cedrenal 1,80 (0,30) 0,85 (0,15) 1,10 (0,06) 1,10 2,65 (1,05) 
afa-bisabolol 0,70 (0,10) 0,50 (0,20) 0,43 (0,03) 0,40 0,60 (0,20) 
germacra-trien-1-alfa-ol* 0,35 (0,05) 0,30 (0,20) 0,36 (0,07) 0,20 0,60 (0,20) 








Cuadro Anexo 3.1 b Valores medios ± error estándar de compuestos (%) del aceite 
esencial de Artemisia annua en el 2007.  
 
2007 % 
Compuestos/ Trat. D2 H- D4 H- D5 H- D2 H+ D4 H+ D5 H+ 
alfa-tuyeno 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 0,05 (0,02) 0,10 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 
alfa-pineno 1,25 (0,25) 1,05 (0,25) 0,55 (0,25) 0,40 0,10 (0,10) 0,50 (0,10) 
canfeno 2,20 (0,40) 2,60 (0,80) 1,33 (0,53) 2,70 0,50 (0,20) 1,65 (0,25) 
1-octen-3-ol 0,25 (0,05) 0,35 (0,05) 0,13 (0,07) 0,00 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 
sabineno 0,30 (0,10) 0,40 (0,10) 0,65 (0,06) 0,30 0,10 (0,10) 0,40 (0,00) 
mirceno 1,55 (0,55) 1,60 (0,10) 0,60 (0,34) 0,50 0,00 (0,00) 0,15 (0,15) 
beta-pineno 1,65 (0,55) 0,20 (0,10) 0,35 (0,17) 0,90 0,30 (0,10) 0,75 (0,45) 
para-cimeno 1,35 (0,35) 1,45 (0,15) 0,73 (0,10) 0,30 0,10 (0,10) 0,70 (0,10) 
limoneno 0,20 (0,10) 0,05 (0,05) 0,05 (0,05) 0,00 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 
1,8-cineol 4,40 (0,40) 7,05 (1,85) 6,03 (1,64) 3,90 1,55 (0,25) 6,30 (1,80) 
gamma-terpineno 0,15 (0,05) 0,15 (0,15) 0,05 (0,05) 0,00 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 
cis-sabineno hidrato 0,30 (0,00) 0,55 (0,25) 0,50 (0,12) 0,10 0,35 (0,15) 0,55 (0,35) 
epoxi-mirceno 0,10 (0,10) 0,00 (0,00) 0,05 (0,05) 0,00 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 
desconocido 12,6 1,80 (0,10) 0,40 (0,40) 1,38 (0,49) 0,20 0,40 (0,40) 1,42 (1,08) 
trans-sabineno hidrato 0,50 (0,10) 0,50 (0,20) 0,48 (0,04) 0,10 0,20 (0,20) 0,45 (0,25) 
alfa-canfolenal 0,10 (0,10) 0,70 (0,10) 0,25 (0,18) 0,00 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 
crisantenona 0,45 (0,15) 0,45 (0,35) 0,25 (0,16) 0,70 1,10 (0,70) 0,40 (0,10) 
trans pinocarveol 1,80 (0,20) 1,55 (0,35) 1,08 (0,67) 0,00 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 
alcanfor 46,70 (1,60) 37,65 (2,45) 33,45 (5,10) 51,50 33,10 (11,00) 49,45 (8,05) 
pinocarvona 0,70 (0,10) 0,25 (0,05) 0,33 (0,06) 0,40 0,35 (0,05) 0,60 (0,30) 
borneol 0,90 (0,00) 2,25 (0,05) 2,88 (1,07) 1,50 3,50 (0,90) 3,15 (0,25) 
terpinen-4-ol 1,35 (0,05) 1,25 (0,35) 0,78 (0,18) 0,50 0,50 (0,00) 0,50 (0,00) 
alfa-terpineol 0,50 (0,00) 0,50 (0,10) 0,45 (0,06) 0,40 0,25 (0,05) 0,30 (0,10) 
mircenol 0,20 (0,20) 0,00 (0,00) 0,33 (0,13) 0,70 0,95 (0,45) 0,70 (0,50) 
trans carveol 0,80 (0,00) 0,50 (0,00) 0,38 (0,10) 0,20 0,25 (0,25) 0,05 (0,05) 
carvona 0,35 (0,15) 0,10 (0,10) 0,10 (0,05) 0,20 0,00 (0,00) 0,05 (0,05) 
alfa-copaeno 0,20 (0,10) 0,05 (0,05) 0,20 (0,00) 0,00 0,00 (0,00) 0,15 (0,05) 
isobutil fenil acetato 0,30 (0,00) 0,25 (0,25) 0,13 (0,07) 0,00 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 
beta cariofileno 1,85 (0,05) 2,60 (0,00) 4,08 (0,88) 1,30 2,16 (0,65) 3,30 (1,00) 
trans beta-farneseno 1,35 (0,15) 2,75 (0,55) 4,10 (0,45) 1,40 2,05 (0,45) 3,65 (0,95) 
alfa-humuleno 0,35 (0,25) 0,30 (0,30) 0,35 (0,08) 0,00 0,00 (0,00) 0,05 (0,05) 
desconocido tr 26,9 2,10 (0,10) 2,45 (0,25) 1,55 (0,32) 3,00 1,68 (0,43) 0,85 (0,55) 
germacreno D 2,50 (0,00) 4,65 (1,25) 5,30 (0,48) 1,90 1,65 (0,15) 3,25 (1,85) 
beta-selineno 0,40 (0,00) 0,60 (0,00) 0,73 (0,10) 0,40 0,20 (0,20) 0,35 (0,15) 
biciclogermacreno 0,20 (0,00) 0,40 (0,10) 0,33 (0,07) 0,10 0,05 (0,05) 0,15 (0,15) 
no ident 30,61 1,35 (0,15) 1,40 (0,20) 1,50 (0,60) 1,10 1,50 (0,50) 0,95 (0,55) 
espatulenol 0,60 (0,20) 1,00 (0,00) 1,03 (0,16) 0,70 2,95 (0,55) 1,00 (0,20) 
oxido de cariofileno 0,85 (0,15) 1,05 (0,35) 1,58 (0,23) 0,60 3,65 (0,15) 1,75 (0,15) 
no ident 33,1 0,85 (0,45) 1,60 (0,10) 2,40 (0,76) 1,10 3,65 (1,15) 1,10 (0,80) 
cis-cadin-4-en-7-ol 0,90 (0,20) 0,75 (0,15) 1,35 (0,53) )0,00 0,75 (0,25) 0,00 (0,00) 
no ident 33,3 1,40 (0,30) 2,45 (0,45) 3,13 (0,72) 1,50 3,45 (0,65) 1,80 (1,20) 
1,7-diepi-alfa-cedrenal 1,50 (0,40) 1,35 (0,25) 0,48 (0,29) 0,00 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 
afa-bisabolol 2,80 (0,70) 1,85 (1,25) 0,63 (0,26)  0,60 8,05 (8,05) 0,45 (0,35) 
germacra-trien-1-alfa-ol* 0,45 (0,25) 0,50 (0,10) 0,40 (0,30) 0,00 0,00 (0,00) 0,05 (0,05) 
no ident 43.0 0,95 (0,35) 0,85 (0,15) 0,75 (0,45) 2,00 1,45 (0,35) 0,30 (0,10) 
*germacra-4(15),5,10(14)-trien-1-alfa-ol 
  Trat.: tratamientos 
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Cuadro Anexo 3.2 Scores de los compuestos del aceite esencial de altamisa indicadores 
de los tratamientos. Fue considerada la composición del aceite esencial como matriz 
principal y las características de materia seca y producción y concentración de terpenos, 




 Año 2006 2007 
 Compuestos Eje 1 Eje 2   Eje 1  Eje 2 
1 alfa-tuyeno 1,847 -0,399 -1,074 -0,930  
2 alfa-pineno -0,074 -0,100 -0,096 -0,033     
3 canfeno -0,074 -0,100 -0,096 -0,033    
4 1-octen-3-ol -0,074 -0,100 0,349 0,043   
5 sabineno -0,074 -0,100 -0,096 -0,033    
6 mirceno -0,074 -0,100 -0,096 -0,033   
7 beta-pineno -0,074 -0,100 -0,096 -0,033   
8 para-cimeno -0,074 -0,100 -0,096 -0,033   
9 limoneno 1,511 1,018 -0,107 0,284   
10 1,8-cineol -0,074 -0,100 -0,096 -0,033   
11 gamma-terpineno 1,768 0,571 -0,048 1,371   
12 cis-sabineno hidrato -0,074 -0,100 -0,096 -0,033   
13 epoxi-mirceno 1,797 -0,613 2,967 -0,136   
14 desconocido 12,6 -0,074 -0,100 -0,066 0,007    
15 trans-sabineno hidrato -0,074 -0,100 0,064 0,494   
16 alfa-canfolenal -0,755 0,944 0,671 -0,440 
17 crisantenona -0,074 -0,100 -0,146 0,163   
18 trans pinocarveol -0,074 -0,100 1,398 -0,048   
19 alcanfor -0,074 -0,100 -0,096 -0,033    
20 pinocarvona -0,074 -0,100 -0,096 -0,033   
21 borneol -0,074 -0,100 -0,096 -0,033  
22 terpinen-4-ol -0,074 -0,100 -0,096 -0,033 
23 alfa-terpineol -0,074 -0,100 -0,096 -0,033 
24 mircenol -0,926 1,790 -0,456 -0,555 
25 trans carveol 0,173 0,488 -0,096 -0,033 
26 carvona 0,173 0,488 0,087 0,965 
27 alfa-copaeno 0,685 0,044 0,236 0,226 
28 isobutil fenil acetato 0,173 0,488 2,009 -0,693 
29 beta cariofileno -0,074 -0,100 -0,096 -0,033 
30 trans beta-farneseno -0,074 -0,100 -0,096 -0,033 
31 alfa-humuleno -0,074 -0,100 0,206 -0,583 
32 desconocido tr 26,9 -0,074 -0,100 -0,096 -0,033 
33 germacreno D -0,074 -0,100 -0,096 -0,033 
34 beta-selineno -0,074 -0,100 -0,096 -0,033 
35 biciclogermacreno -0,074 -0,100 -0,096 -0,033 
36 no ident 30,61 -0,074 -0,100 -0,096 -0,033 
37 espatulenol -0,074 -0,100 -0,096 -0,033 
38 oxido de cariofileno -0,074 -0,100 -0,096 -0,033 
39 no ident 33,1 -0,074 -0,100 -0,096 -0,033 
40 cis-cadin-4-en-7-ol -0,074 -0,100 -0,096 -0,033 
41 no ident 33,3 -0,074 -0,100 -0,096 -0,033 
42 1,7-diepi-alfa-cedrenal -0,074 -0,100 1,398 -0,048 
43 Alfa-bisabolol* -0,074 -0,100 -0,096 -0,033 
44 germacra-4(15),5,10(14)-trien-1-alfa-ol* -0,074 -0,100 0,278 0,119 
45 no ident 43.0 -0,074 -0,100 -0,096 -0,033 
* Nombre resumido en la Fig. 3.7, año 2007 
  
135 
Cuadro Anexo 3.3 Valores medios de artemisinina (%, expresados sobre la base seca 
de 100 g de biomasa de hojas e inflorescencias) 
 
 
Año D H n Artemisinina (%) 
2006 D4 H- 2 0,35 
 D5 H- 2 0,16 
 D5 H+ 2 0,43 
2007 D4 H+ 2 0,44 
 D5 H- 2 0,32 






































Figura Anexo 3.4 Evolución del PAR incidente (Mj m-2) desde el día del transplante de 
altamisa en las parcelas experimentales de los años 2006 y 2007. Se presenta la 
duración de la estación de crecimiento de altamisa para ambos experimentos. Las 


























1 Información provista por la Cátedra de Edafología. 
*USDA Taxonomy, 1999.
Sustrato Contenido 1 (%)  
 Arena Arcilla Limo Clasificación textural* 
SARCILLOSO 10 35 55 franco arcillo limoso 
SARENOSO 55 17 28 franco arenoso 
Sustrato pH  C.E. CT NT P NH4 NO3 H2O CIC Ca 2+ Mg 2+ Na + K+ S (SO4-2) 
 1:2,5 H20 (e.s.) W. Black Kjeldhal B y K KCL CuSO4 seco 105 ºC       
  dS/ m g/Kg g/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg % cmolc/Kg cmolc/Kg cmolc/Kg cmolc/Kg cmolc/Kg mg/Kg 
SARCILLOSO 6,4 0,65 32 2,77 110,1 7,2 196,9 9,8 28,1 17 3,6 0,4 2,4 15 
SARENOSO 6,5 0,55 7,62 1,36 78,1 5,2 147 3,4 14,4 8,9 2 0,17 1,8 15,5 
  
137 
Cuadro Anexo 5.1 Composición y proporción del aceite esencial (%) proveniente del 
tratamiento de la monocultura de altamisa, sin herbicida y sin carbón del experimento 
del año 2007. 
 
 
 Compuestos % 
1 alfa-tuyeno 0,1 
2 alfa-pineno 0,9 
3 canfeno 2,1 
4 1-octen-3-ol 0,3 
5 sabineno 0,7 
6 mirceno 1,2 
7 beta-pineno 0,6 
8 para-cimeno 0,9 
9 limoneno 0,1 
10 1,8-cineol 8,8 
11 gamma-terpineno 0,1 
12 cis-sabineno hidrato 0,7 
13 epoxi mirceno 0,1 
14 monoterpeno desconocido de PM: 138 (0,0001: 12,6) 2,1 
15 trans-sabineno hidrato 0,5 
16 alfa-canfolenal 0,5 
17 crisantenona 0,5 
18 trans pinocarveol 2,2 
19 alcanfor 35,7 
20 pinocarvona 0,4 
21 borneol 1,2 
22 terpinen-4-ol 1,1 
23 alfa-terpineol 0,5 
24 mircenol 0,4 
25 trans carveol 0,4 
26 carvona 0,1 
27 alfa-copaeno 0,2 
28 isobutil fenil acetato 0,3 
29 beta cariofileno 3,1 
30 trans beta-farneseno 3,6 
31 alfa-humuleno 0,4 
32 sesquiterpeno desconocido de PM: 204 (tr: 26,9) 1,5 
33 germacreno D 5,8 
34 beta-selineno 0,8 
35 biciclogermacreno 0,5 
36 sesquiterpeno desconocido de PM: 218 (tr: 30,6) 1,0 
37 espatulenol 1,1 
38 oxido de cariofileno 1,4 
39 sesquiterpeno desconocido de PM: 220 (tr: 33,1) 1,5 
40 cis-cadin-4-en-7-ol 0,5 
41 sesquiterpeno desconocido de PM: 220 (tr: 33,3) 2,3 
42 1,7-diepi-alfa-cedrenal 1,0 
43 afa-bisabolol 1,0 
44 germacra-4(15),5,10(14)-trien-1-alfa-ol 0,8 




Figura Anexo 5.1 Fotografia explicativa del experimento cualitativo. Observación del 
crecimiento de B. japonicum a los 5 días desde su siembra, según los tratamientos 


























Figura Anexo 5.2 Fotografia explicativa del experimento cualitativo. Observación del 
crecimiento de B. japonicum a los 5 días desde su siembra, según los tratamientos 
control (C), de aceite esencial E1 y E2 (1,6 y 3,46 µl ml-1, respectivamente), y la 
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